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2.  Multicommutation  ATR‐FTIR:  determination  of  sodium  alpha‐olefin  sulfonate  in 
detergent formulations. 




















5. On‐line  Fourier‐Transform  Infrared  determination  of methidathion  and  tricyclazole  in 
water samples after solid phase extraction. 
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Por  un  lado,  el  formato  clásico  permite  explicar  en  toda  su  extensión  el  trabajo 
realizado  durante  los  años  de  investigación,  aunque  existe  el  riesgo  de  que  la  Tesis  se 
convierta en una enumeración más o menos elaborada de los datos ‐ya sean experimentales 
o  bibliográficos‐  recopilados  durante  ese  tiempo.  Implica,  en  cierta  medida,  la  máxima 
cantidad de  información  sobre el  trabajo que  se ha  realizado, y  la pone a disposición del 
lector  especializado  en  el  tema. La  redacción de una Tesis de  estas  características  supone 
una inversión enorme de esfuerzo y tiempo. 
 
Por  otra  parte,  la  modalidad  por  compendio  de  publicaciones  se  centra  en  el 
rendimiento obtenido por el doctorando a  la hora de publicar  los  trabajos  incluidos en  la 
Tesis. Parecería injusto obviar el proceso que conduce a la publicación de un artículo en una 
revista científica. Una Tesis en este formato no puede dar cabida a todo este proceso, sólo a 
los  resultados  publicados  desde  una  perspectiva  unitaria.  De  otro  modo  no  existiría 
diferencia con una Tesis por  formato  clásico. Así  se  sacrifican  todos  los detalles  sobre  los 
resultados no satisfactorios, las investigaciones fallidas y todo aquello que no se incluye en 
un  artículo  por  prudencia  o porque  no  hay más  remedio. La  contrapartida  a  esta  visión 







La cuestión radica en si una Tesis es útil o no, si ofrece una  idea  justa del  trabajo 
que se ha llevado a cabo y si proporciona información clave o sólo es relleno burocrático. En 
caso de una Tesis  como  ésta  creo que  el  factor más  importante  a  tener  en  cuenta  es que 
resulte útil para  cualquier persona  que  esté  interesada  en  la Química Analítica, desde  el 





lograr este objetivo a  través de  la exposición de  la  teoría básica en que  se  fundamenta  la 
investigación desarrollada y los antecedentes de ésta (Capítulo I, Introducción), los objetivos 
de la Tesis y el plan de trabajo (Capítulo II), el resumen de los artículos y de los resultados 
obtenidos  (Capítulo  III),  los artículos propiamente dichos  (Capítulo  IV) y  las conclusiones 
finales  (Capítulo V). Se  incluye un apéndice  (Capítulo VI) que he  juzgado necesario para 






análisis.  Ambas  líneas  de  investigación  han  tenido  en  común  una  característica 
fundamental: el desarrollo, en  la medida en que ha  sido posible, de prácticas  respetuosas 
con el medio ambiente en lo que a los métodos analíticos se refiere. La espectroscopia FTIR 
ha utilizado tradicionalmente disolventes tóxicos y nocivos (p.ej. organoclorados). Así pues, 
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de  estas  tendencias,  aunque  no  por  ello menos  interesantes  desde  el  punto  de  vista  del 
análisis químico,  se producen mejoras en  la eficiencia analítica y en  la versatilidad de  los 
métodos.  Resultado  de  la  investigación  en  este  campo,  esta  Tesis  Doctoral  incluye  los 
elementos básicos de los avances en la espectroscopia FTIR aplicada al análisis cuantitativo 








grupo  incluye  un  único  artículo,  sobre  la  determinación  de  nitriloacetato  sódico  en 
detergentes líquidos de pH elevado por ATR‐FT‐MIR con celda de diamante. 
 
2.  Métodos  de  análisis  por  espectrometría  FTIR  que  utilizan  multiconmutación.  Se 
incluyen  tres  artículos  en  este  grupo,  uno  para  el MIR  (Infrarrojo medio)  acoplado  con 
medidas  ATR,  un  segundo  también  para  el  MIR  pero  con  medidas  de  transmisión  y, 
finalmente, otro más para medidas de transmisión pero en el NIR (Infrarrojo cercano):  
 























Así  pues,  esta  Tesis  está  centrada  en  los  logros  obtenidos  y  en  las  dificultades 
encontradas a lo largo del desarrollo de los métodos de análisis FTIR propuestos, más que 










































































































































    2.3.  Determinación  de  hexythiazox  en  formulaciones 
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     2.1.  Determinación  ATR‐FTIR  de  α‐olefinsulfonato  sódico: 





     2.2.  Determinación  FTIR  de  benceno  en  gasolina:  uso  de  la 





     2.3.  Determinación  de  hexythiazox  en  formulaciones 












































































La Química Analítica  se  sirve de  técnicas  instrumentales  espectroscópicas desde 













El  primer  antecedente  clásico  que  se  puede  asociar  con  el  concepto  de 
espectroscopia (del latín spectrum, imagen, y del griego σκοπέω,  mirar) se corresponde con 
la  serie  de  experimentos  llevados  a  cabo  por  Isaac Newton  (1643‐1727)  a  partir  de  1665 
(Hollas,  2004).  En  estos  famosos  ensayos,  Newton  estudió  la  descomposición  de  la  luz 




que  pasar más  de  cien  años  para  que  se  diera  otro  paso  importante  en  el  campo  de  la 
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Espectroscopia.  En  el  año  1800,  el  astrónomo  William  Herschel  (1738‐1822)  midió  la 
temperatura de  las bandas de  luz producidas al descomponer  la  luz blanca con un prisma 
(Davies,  1998).  Advirtió  que  el  termómetro  medía  temperaturas  más  altas  conforme  se 
pasaba del extremo azul del espectro al rojo. Y más allá todavía, en la zona en la que el ojo 
humano  no  percibía  color  alguno,  la  temperatura  continuaba  en  aumento.  Denominó 
infrarrojo  (IR)  a  esta  parte  del  espectro,  que  está  “más  allá”  (Latín  infra)  del  color  rojo. 
Puesto que el prisma estaba construido con vidrio y éste absorbe  la radiación en  la región 
del  espectro  correspondiente  al  infrarrojo medio, Herschel había descubierto  el  infrarrojo 
cercano (NIR).  
 
Un  año  más  tarde,  J.  Ritter  (1776‐1810)  detecta  por  primera  vez  la  radiación 
ultravioleta al hacer incidir el espectro solar sobre cloruro de plata, encontrando la máxima 
descomposición del compuesto en la región espectral anterior al color azul (Meadows, 2001). 
En 1802, William Wollaston  (1766‐1828) descubre  líneas oscuras  en  el  espectro  solar. Una 
década más  tarde,  Josef  Fraunhofer  (1787‐1826)  estudia  estas  líneas  con  precisión,  hasta 
encontrar más de 600  (líneas de Fraunhofer)  (Meadows, 2001). Es  en  los primeros años del 










construye  en  1881  el primer bolómetro, dispositivo que detecta  el  calor producido por  la 
radiación  infrarroja  al  producir  cambios  en  alguna  propiedad  física  del material  que  lo 
constituye (Allegheny Observatory, 2001). En ese mismo año Alexander G. Bell (1847‐1922) 
desarrolla una versión primitiva de un detector fotoacústico, que utiliza un micrófono para 







1860  las  bases  del  diseño  de  los  instrumentos  al  construir  un  espectrógrafo  con  el  que 
obtienen  los  espectros  de  numerosos  compuestos  químicos  (Kirchhoff,  1860).  De  esta 





La aplicación de  la Espectroscopia  Infrarroja a  la Química Analítica, si bien como 
primeros  balbuceos,    surge  con  los  trabajos  de  Abney  y  Festing  en  1882,  que  obtienen 
fotografías de  los espectros IR de varias sustancias (Ciurczak, 1995). El empuje final a esta 
disciplina lo realiza W. W. Coblentz (1873‐1962), con la publicación en 1905 de Investigations 
of  Infrared  Spectra  y  diversos  artículos  (Coblentz,  1905).  A  partir  de  este  momento,  la 
investigación en el campo de  la Espectroscopia Infrarroja prosigue con éxito. Durante  la II 
Guerra Mundial, el interés por el infrarrojo surge tanto de los Aliados como del Eje. Tras el 








magnéticos  oscilantes,  perpendiculares  entre  sí  y  que  se  propagan  en  dirección 
perpendicular  a  sí mismos  con velocidad  constante. La  radiación  electromagnética puede 
estar  polarizada,  de  modo  que  el  campo  eléctrico  y  el  magnético  oscilan  en  un  plano 
definido. Habitualmente,  la  radiación  no  se  encuentra polarizada,  así  que  en  ella  existen 
campos oscilando perpendicularmente a  su dirección de propagación en  todos  los planos 







Figura 1. Representación de la radiación electromagnética polarizada en el plano, siendo E el campo eléctrico y B el 
campo magnético. De manera ilustrativa se indica la longitud de onda λ, y la amplitud AE, para el componente eléctrico 














De  todas  las  propiedades  inherentes  a  la  radiación  electromagnética,  las  más 















siendo  c  la  velocidad  de  la  luz  (2,998  x  108  m  s‐1).  Sin  embargo,  en  el  campo  de  la 
Espectroscopia Infrarroja se utiliza de forma generalizada  la magnitud número de onda ῡ, 
cuya  unidad  es  cm‐1.  Esta  magnitud  se  define  como  1/ν.  En  la  Figura  2  se  indican  las 
diferentes  regiones en que  se divide el espectro electromagnético, o  conjunto  continuo de 
radiaciones  electromagnéticas  de  diferente  frecuencia.  La  intensidad  de  la  radiación  es 
proporcional a la amplitud mientras que la energía lo es a ῡ. 
 










la  Espectroscopia  IR,  la  absorción  de  radiación  electromagnética  provoca  cambios  en  la 
vibración  de  los  diferentes  átomos  o  grupos  de  átomos  de  la  molécula  respecto  de  la 
posición media de los enlaces. 
 
Las diferentes  técnicas espectroscópicas se basan en  la  interacción de  la radiación 
electromagnética  con  la materia. Un  átomo  o molécula  se  encuentra  en  un  determinado 
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Figura 2. Regiones del espectro electromagnético.  Se indica el tipo de niveles energéticos asociados a cada una de 
las regiones y los límites de éstas (Hollas, 2004). 
 
 
La  interacción  de  la  radiación  electromagnética  con  la materia  (para  simplificar 
llamaremos  a  la  materia  M  en  el  estado  fundamental  y  M*  en  el  estado  excitado, 
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La  absorción  inducida  es  el  fenómeno  básico  que  explotan  las  técnicas 





La  parte  del  espectro  electromagnético  que  se  corresponde  con  transiciones 
vibracionales, denominada  infrarrojo  (IR),  se divide habitualmente  en  tres  regiones  como 
consecuencia  de  su  diferente  uso  en  aplicaciones  prácticas,  la  instrumentación  que  se 



















  De  la Mecánica Cuántica (ecuación de Schrödinger) se deduce el valor de  la energía 














En otras palabras,  la radiación  IR provoca cambios en  la vibración de  las moléculas. Es  la 






Figura 3. Curva de energía potencial para un oscilador armónico (curva discontinua) y para un oscilador anarmónico 
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que  una molécula  sea  activa  en  el  IR.  Estrictamente,  la  vibración  será  activa  cuando  se 
produzca  un  cambio  en  el  momento  dipolar  de  la  molécula  como  consecuencia  del 









Figura 4. Esquema de la dependencia del momento dipolar de una molécula diatómica con la vibración. 
 
 



















Como  veremos  a  continuación,  pueden  existir  bandas  que  no  se  deban  a 
vibraciones  fundamentales.  Dos  frecuencias  fundamentales  pueden  sumarse  generando 
bandas  de  combinación,  y  también  pueden  aparecer  bandas  debidas  a múltiplos  de  las 













En  la Figura  5,  a modo de  ejemplo,  se  indican  las bandas más  características de  algunos 
grupos funcionales importantes. 
 




Figura 5. Esquema de las regiones en las que aparecen bandas de absorción para diferentes grupos funcionales y su 
intensidad relativa: f, fuerte; m, media; d, débil (Silverstein, 1998). 
 
 
Para  cuantificar  la  absorción de  la  radiación,  en Espectroscopia  IR  se utilizan de 
manera  habitual  dos  magnitudes  diferentes.  Éstas  se  denominan  Transmitancia  (T)  y 
Absorbancia (A). Las medidas en Transmitancia son útiles cuando se pretende identificar un 
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IlogA 0=   {9} 
 
  Mientras que la Transmitancia no está relacionada linealmente con la concentración 

















Como  hemos  visto  a  lo  largo  de  esta  sección,  existen  bandas  que  no  se 
corresponden  con  transiciones permitidas por  la  regla de  selección. Aunque  aparecen  en 
toda  la  región  IR,  es  en  el  NIR  donde  adquieren  mayor  relevancia  práctica.  Por  tanto, 
trataremos el origen de estas bandas no permitidas centrándonos en la región NIR. Como ya 
se ha indicado anteriormente, ésta se extiende entre los 4000 y 13300 cm‐1 y las bandas que 
aparecen  en  la  misma  se  deben  a  sobretonos  y  bandas  de  combinación  de  frecuencias 
fundamentales  (Bugay,  2001).  La  ecuación  {6}  se  corresponde  con  los  niveles  de  energía 
vibracionales para una molécula diatómica que se comporta como un oscilador armónico. 
 




















independientes. La  transición de vi=0 a vi=1 es  la permitida por  la  regla de  selección y  se 
denomina vibración fundamental. Si la transición ocurre entre vi=0 y vi=2, 3,... se trata de un 
sobretono. Por otro  lado,  si  la  transición ocurre entre el estado  fundamental y vi=1 y vj=1 
simultáneamente,  entonces  aparecen  las  bandas  de  combinación.  Estrictamente,  estas 
transiciones no están permitidas por la regla de selección. Sin embargo, ésta se deriva de la 
suposición de que los osciladores son armónicos. Esto no es más que una aproximación, ya 
que  las moléculas  poliatómicas  se  comportan  como  osciladores  anarmónicos debido  a  la 


























anarmonicidad. Tal  expresión  justifica  la presencia de  los  sobretonos  en  los  espectros  IR, 
especialmente en la región NIR. Al ser transiciones no permitidas, su intensidad es entre 10 
y  1000  veces menor  que  la  de  las  vibraciones  fundamentales.  En  el NIR,  los  sobretonos 
provienen de tensiones X‐H (O‐H, S‐H, C‐H, N‐H). Los sobretonos pueden combinarse con 
frecuencias  fundamentales en  lo que  se denomina Resonancia de Fermi  (Ciurczak, 2002). A 






























producido  a  lo  largo  de  la  segunda  mitad  del  siglo  XX  gracias  al  desarrollo  de  una 
tecnología que permite  la obtención rápida y precisa de espectros  IR.   Hasta  la década de  









longitud  de  onda de  la  radiación  que  atraviesa  la  muestra  es  seleccionada  con  un 
monocromador, que deja pasar una estrecha franja de radiación. Para obtener un espectro de 
absorción es necesario  rotar el prisma o  la  red de difracción, de  tal modo que  la muestra 
reciba un estrecho haz de radiación de longitud de onda λi ± ∆λi diferente para cada punto 






de  la  aplicación de  la  FT. De  esta manera  se necesitan  tiempos de  barrido  tan pequeños 




el  interferómetro  de  Michelson,  que  es  el  más  común  en  estos  equipos.  La  radiación 
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policromática  procedente  de  la  fuente  alcanza  el  beam  splitter  (divisor  de  haz)  del 
interferómetro y es dividida en dos haces de igual intensidad: uno se refleja en el espejo fijo 
y el otro en el espejo móvil, de tal manera que al unirse ambos haces de nuevo tras atravesar 






Figura 7. Diseño óptico básico de un espectrómetro FT con interferómetro de Michelson. 
 
 
Una  vez  obtenido  el  interferograma,  el  equipo  digitaliza  los  datos  y  realiza 
automáticamente  la  Transformada  de  Fourier.  El  interferograma  de  una  radiación 
monocromática  es  una  función  sinusoidal,  que  se  puede  expresar  como  coseno.  El 
interferograma de una radiación policromática equivale a  la suma de  las  funciones coseno 
de  cada  radiación monocromática que  la  compone. Mediante  la FT  se  consigue  convertir 
esta función sinusoidal de señal frente a camino óptico en otra función sinusoidal de señal 
    Espejo móvil 
   Espejo fijo 
  Detector del 
láser 






















El  intervalo de  frecuencias que  se pueden  identificar  a partir del  interferograma 
depende de la longitud de éste, siendo necesarios al menos dos puntos por cada ciclo de la 
frecuencia mayor  (criterio Nyquist).  Si  no  se  aplica  este  criterio  no  se  pueden  asignar  los 




proporcionado  por  la  FT,  que  está  determinado  por  el  recorrido  del  interferómetro.  Las 











 Interferograma  Espectro 
∫+∞
∞−
πν=ν xdx2cos)x(I)(B                             ∫+∞
∞−
νπνν= xd2cos)(B)x(I  
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de  las  pequeñas  desviaciones  de  los  haces  producidas  al  reflejarse  en  los  espejos.  Este 
problema  se  controla  incorporando  una  apertura  Jacquinot  que  reduce  estas  desviaciones 
hasta  un  valor  mínimo  (Spraggs,  2000a).  A  pesar  de  la  disminución  de  la  energía  que 
alcanza  la muestra y el detector,  inherente al uso de este dispositivo, para una  resolución 
determinada  la  intensidad  de  radiación  que  alcanza  el  detector  es  mayor  en  un 
espectrómetro FT que en uno dispersivo con rendija rectangular como monocromador. Este 





radiación monocromática produce una  señal  sinusoidal de periodo  igual  a  la  λ del  láser, 
siendo  la variable  independiente el desplazamiento del espejo. En cada punto con señal=0 
del interferograma de este láser de referencia se mide la señal de la radiación del haz IR. Así 
se  escala  el  interferograma  con  una  precisión  mucho  mayor  que  la  conseguida  con 
espectrómetros dispersivos, lo que se conoce como ventaja Connes (Spraggs, 2000a). 
 
Con  el  objetivo  de  mejorar  la  relación  señal/ruido,  los  espectrómetros  FT‐IR 
promedian  una  serie  de  scans  o  barridos  (N)  obtenidos  sucesivamente  en  las  mismas 
condiciones.  La  relación  señal/ruido  depende  de  N   y,  por  tanto,  se  puede  aumentar 







antes de  la  transformación,  aunque  existen  equipos más  sofisticados  que  solucionan  este 
problema con dos detectores para la señal procedente del láser de referencia.  
Los  espectrómetros FT‐NIR utilizan  fuentes mucho más  intensas, detectores más  
sensibles que los FT‐MIR y se aplican a muestras con absortividad mucho menor que en el 








hecho  es  de  gran  importancia  en  la  región NIR  a  causa del  limitado  número  de  bandas 











Por  otra  parte,  la  señal  sinusoidal  del  interferograma  es  finita,  al  ser  finito  el 
recorrido del espejo móvil del interferómetro. Esto implica que la función generada por FT 
tenga  una  forma  peculiar  (Figura  10).  Para mejorar  su  aspecto,  se  aplica  la  denominada 
apodización (Spraggs, 2000a), que consiste en multiplicar el  interferograma por una función 
especial,  cuyo  efecto  es  el  de  alisar  la  función  generada.  Existen  diversas  funciones  de 
apodización (Triangular, Boxcar, Blackmann‐Harris, Happ‐Genzel,…). 
 
Un  espectrómetro  de  Transformada  de  Fourier  requiere  elementos  diferentes 
dependiendo  de  la  región  del  IR  en  la  que  deba  operar.  En  la  Tabla  1  se  resumen  los 
principales  tipos  de  fuentes  de  radiación,  detectores  y  beam  splitters  utilizados  en  estos 
instrumentos.  
 




Figura 9. Esquema del diseño óptico del espectrómetro MPA de Bruker, para una configuración de medidas de 





Figura 10. Efecto de la apodización en la función generada mediante la transformación de Fourier. A: función original 
generada por FT; B: función obtenida tras la apodización. 
 
 
Un  espectrómetro  FT‐MIR  típico  tiene  un  beam  splitter  de  Ge/KBr  con  una 
resolución máxima  de  trabajo  del  orden  de  1  cm‐1  y  un  detector  de  sulfato  de  triglicina 
deuterada  (DTGS).    Éste  es  un  detector  térmico,  que  convierte  en  una  señal  eléctrica  el 
cambio de  temperatura  que  sufre  el  elemento  sensible  al  incidir  sobre  él  la  radiación  IR. 





A   
B  
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Región Intervalo cm-1 Fuente Beam splitter Detector 
NIR 15000-4000 Tungsteno-
halógeno 




MIR  7000-400 Cerámica (Nerst) 
Nicromo 
SiC (Globar) 










Mylar, CsI DTGS 
Si 
 
Tabla 1. Principales tipos de fuentes de radiación, beam splitters y detectores utilizados en los espectrómetros FT-IR. 
 
 
En  cuanto  a  los  espectrómetros FT‐NIR,  el  beam  splitter  suele  ser de  cuarzo o de 









KBr  y NaCl  que permiten  aplicaciones  en  la  zona de  la  huella dactilar. Otros materiales 
como el ZnSe y CaF2 ofrecen una mayor resistencia pero limitan las posibilidades de trabajo 
en la zona de menores números de onda. Se utiliza un tipo de material u otro en función de 
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las  características  químicas de  la muestra  y  la  zona del  IR  que  se pretende utilizar  en  el 
análisis.  
 
Las  disoluciones  acuosas  son  incompatibles  con  las  celdas  de  cristales 
higroscópicos o solubles en agua, como el NaCl o KBr. Los ácidos fuertes son especialmente 
incompatibles  con  el  ZnSe,  puesto  que  reaccionan  formando  seleniuro  de  hidrógeno  ‐




Material  Intervalo cm-1 n % k Propiedades químicas 
CaF2 66000-1200 1.40 2.8 158 • Insol. en H2O, resiste ácidos y bases 
• Soluble en sales de amonio 
BaF2 50000-900 1.45 3.3 82 • Baja solubilidad en H2O 
• Sol. en ácidos y NH4Cl 
Ge 5000-600 4.01 36 550 • Insol. en H2O 
• Sol. en H2SO4 caliente y agua regia 
NaCl 28000-700 1.52 4.5 15 • Higroscópico 
• Ligeramente soluble en alcohol y NH3 
ZnSe 20000-500 2.43 17 150 • Sol. en ácidos fuertes 
KBr 33000-400 1.54 4.5 7 • Sol. en H2O, alcohol y glicerina  
• Higroscópico 
CsI 33000-150 1.74 7.3 20 • Sol. en H2O y alcohol. Higroscópico 
Diamante 45000-10 2.40 17 7000 • Insol. en H2O, ácidos y bases 
 
Tabla 2. Características de algunos materiales utilizados habitualmente en la construcción de las celdas de medida en 
el IR (Guide for Infrared Analysis, Bruker Optics). n: Índice de refracción a 2000 cm-1, %: Pérdida de Reflectancia por 
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En  las medidas  por  Transmisión,  el  haz  de  radiación  IR  atraviesa  la muestra  y 
alcanza el detector. Parte de  la  radiación es absorbida por  la muestra, de  tal modo que el 
detector recibe una intensidad de radiación menor que la inicial (ver ec. 8). Para la obtención 
de los espectros de esta forma a partir de la muestra directa, los sólidos se dispersan en un 
líquido  (fluorolube, aceite de Nujol) que  se  coloca  entre  las dos ventanas de  la  celda. Otra 
opción consiste en fabricar un disco o pastilla de KBr mediante una prensa. En tal caso, unos 
pocos mg de muestra  sólida  se mezclan de manera homogénea  con unos 350 mg de KBr 
perfectamente  seco.  Esta mezcla  se  introduce  en  un  molde  adecuado,  se  coloca  en  una 
prensa y es sometida a una presión de ¿12000 psi durante 1‐2 min. Así se consigue un disco 













de un polímero  inerte  como el PTFE o el polietileno. También  se puede  colocar una gota 
entre dos ventanas de un material adecuado. Las celdas de líquidos pueden ser de espaciado 
fijo  (distancia entre  las ventanas que define el camino óptico) o desmontable. Este  tipo de 




En  éstas,  el  camino  óptico  es determinado por un  espaciador de Pb  o PTFE. La 























pues,  el  haz  se  refleja  totalmente  en  la  cara  interna del  cristal  (ZnSe, Ge, diamante).  Sin 
embargo,  la  onda  evanescente  creada  penetra  ligeramente  en  el  otro medio,  típicamente 
unos pocos µm, interaccionando con la muestra y dando lugar a la absorción por ésta de la 
radiación. El haz se puede reflejar varias veces en  las caras  internas del cristal (y por ende 
penetrando de  forma repetida en  la muestra), aumentado así  la sensibilidad de  la medida 




más débiles que un  cristal de ZnSe  con n= 2.3. Por otra parte,  la profundidad de  la onda 
evanescente es proporcional a la λ del haz incidente, lo que se traduce en un aumento de la 




o  sólida  se  coloca  sobre  el  cristal,  generalmente de ZnSe  (Figura  13). Estos  accesorios  se 
acoplan en  los equipos FT‐IR de manera sencilla. Para  las muestras  líquidas, basta colocar 
una  cantidad  suficiente  para  que  moje  completamente  el  cristal  de  la  celda,  prestando 
especial atención a que no se formen burbujas sobre la superficie del mismo, lo que afectaría 
enormemente a la repetibilidad de las medidas. Si la muestra es sólida, hay que garantizar 










Figura 11. Celdas de flujo desmontables. A: partes de una celda de flujo. B: celda de microflujo Graseby Specac lista 
para su uso. 
 
 
Una variante de  la  técnica ATR  es  la que utiliza un  cristal de diamante. De  esta 
manera se pueden producir grandes presiones sobre el cristal, lo que facilita especialmente 
el análisis de sólidos al asegurar un contacto más efectivo y reproducible. En el caso de los 
líquidos  o  disoluciones  basta  con  depositar  un  pequeño  volumen  sobre  el  cristal  sin 
preocuparse por su reactividad química. Por otra parte, existe la variante de celdas ATR de 
flujo, que trataremos más adelante, ya que se ha utilizado en un trabajo de la presente Tesis. 


















Figura 12. Esquema descriptivo de la reflexión total interna. A: reflexión total, ángulo de incidencia φ > φC, siendo φC el 
ángulo crítico; n1 > n2, siendo n1 el índice de refracción del cristal; B: Onda evanescente formada en el límite entre los 
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individuales.  Entre  éstas  encontramos  el  tratamiento  previo  y  dilución  de  la muestra,  la 




como  discontinuo  o  continuo,  aunque  también  podamos  hablar  de   métodos  de  análisis 
discontinuos y continuos.  
 
Según  este  criterio,  las  medidas  instrumentales  pueden  realizarse  en  modo 
discontinuo o en modo continuo. En el modo discontinuo, se mide la señal analítica de una 
muestra discreta, y la información se obtiene de manera puntual. En el caso de las medidas 
en modo continuo, el  instrumento registra  la señal analítica continuamente con el  tiempo, 
pudiéndose monitorizar la respuesta. Sobre este punto profundizaremos en la sección 3.1.2. 
Generalizando para cualquier operación analítica, ésta es discontinua (o en batch) cuando se 
produce  un  cambio  químico  o  físico  de  manera  brusca,  como  pueda  ser  el  tomar  un 
volumen de muestra con una pipeta, introducirlo en un matraz y completar el volumen con 
disolvente.  Cada  paso  se  realiza  de manera  discreta,  es  decir,  a  saltos.  En  cambio,  una 
operación realizada en continuo supone un cambio progresivo, como ocurre en la inyección 
continua de muestra en una corriente de portador en un sistema de flujo.  El que un método 
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de  análisis utilice medidas  en modo discontinuo  o  continuo dependerá de  las ventajas  e 




en  el  tratamiento  previo  de  la  muestra  como  en  el  proceso  de  medida.  Por  tanto, 
describiremos a continuación las técnicas físico‐químicas de extracción de la muestra que se 
han empleado en algunos de los métodos desarrollados en esta Tesis. Después, explicaremos 
las  características  del  proceso  de  medida  desde  el  punto  de  vista  de  los  métodos 










adicionales.  Es  en  los  trabajos  con  extracción  en  fase  sólida  (SPE)  y  de  extracción 





La  extracción  en  fase  sólida  se  refiere  a  la  separación  de  algún  constituyente 
químico de una muestra líquida fluyente en estado de no‐equilibrio a través de la retención 
en un  sólido  y  la posterior  recuperación de  los  constituyentes  seleccionados mediante  la 
elución con un disolvente adecuado (Wells, 2003). Esta técnica de extracción apareció como 
alternativa  a  la  extracción  líquido‐líquido  (LLE),  que  es  una  técnica  de  equilibrio.  En  la 







Cabe  destacar  que  todos  los  procesos  pueden  realizarse  en  línea.  En  primer  lugar,  se 
acondiciona la columna pasando un volumen determinado de un disolvente adecuado, que 
activa  la  fase  sólida  y  permite  que  ésta  retenga  el  analito.  Después  se  hace  circular  la 
muestra  a  través  de  la  fase  sólida  con  un  caudal  adecuado  para  que  se  retenga 
cuantitativamente  el  analito.  A  continuación  se  puede  realizar  un  lavado  para  eliminar 
compuestos no deseados y finalmente se eluye el analito con el disolvente oportuno. 
 








pueden  realizarse  en  línea.  De  esta  manera  se  evitan  engorrosas  manipulaciones  de  la 









Esta última  característica de  la SPE  la hace  especialmente útil  cuando  se  emplea 
conjuntamente con la espectrometría FTIR para llevar a cabo la cuantificación de analitos en 





















Compuesto no deseado 
1) 2) 
3) 4) 





Esta  técnica, que  se  conoce  también  como ASE  (accelerated  solvent  extraction), PFE 
(pressurized fluid extraction) y PLE (pressurized liquid extraction), utiliza disolventes a elevada 
temperatura (¿ 100 ºC) y presión (¿ 1500 psi) para extraer cuantitativamente los analitos de 
la matriz en  la que se encuentran. Esta  técnica, que  fue desarrollada como alternativa a  la 




La  elevada  presión  y  temperatura  afectan  al  disolvente,  a  la  muestra  y  a  sus 
interacciones. La  temperatura de ebullición del disolvente se  incrementa bajo alta presión, 
por lo que la extracción se puede llevar a cabo a temperaturas más elevadas. Esto se traduce 
en un  aumento de  la  solubilidad del  analito y de  la velocidad de  transferencia de masa, 
además  de  debilitar  la  unión matriz‐soluto  debida  a  las  interacciones  de  van  der Waals, 
enlaces de hidrógeno  y  atracciones dipolo‐dipolo. La viscosidad  y  tensión  superficial del 
disolvente se reducen al incrementar la temperatura, lo que facilita la penetración de éste al 



















Todo  el  sistema  está  automatizado. Una  vez  que  se  colocan  las  celdas  llenas de 






Figura 15. Esquema de un equipo PSE: 1, depósitos de disolvente; 2, bomba; 3, depósito de N2; 4, horno; 5, celda de 






o,  ii) dinámica, en  la que en cada ciclo se añade más disolvente  fresco, sin vaciar  la celda 













Figura 16. Celda de un equipo PSE preparada para la extracción. 1, rosca; 2, fritado metálico; 3, filtro de papel; 4, 





  Como  ya  hemos  comentado,  un  método  de  análisis  comprende  una  serie  de 
operaciones. Estas operaciones pueden  llevarse a cabo manualmente o mediante montajes 
experimentales  (que  en  lo  sucesivo denominaremos  sistemas). Estos  sistemas  reproducen 
todo lo que realizaría un operador humano, como diluir una muestra, de manera discreta o 




introducción,  no  profundizaremos más  en  las  diferencias  entre  ellos  a  nivel  conceptual, 
aunque se debe tener en cuenta que una cosa es obtener medidas en modo discontinuo o en  
continuo y otra es realizar una dilución o una extracción fuera de línea o en línea. Con el fin 




















al empleo de otras  técnicas  instrumentales)  la medida de una disolución en batch debe ser 
invariable  con  el  tiempo  (es  decir, mientras  se  registra  el  espectro)  de  tal modo  que  el 
resultado final consista en un único espectro que sea promedio de un número determinado 
de scans obtenidos consecutivamente de la misma disolución. El espectro obtenido se utiliza 




técnica.  En  este modo  de medida,  el  tipo  de  transporte  de  la muestra  hasta  la  celda  de 
medida es el que permite mejorar la eficiencia analítica o throughput. El transporte puede ser 
manual, mediante dispositivos  accionados por un  operador  humano  o mediante  equipos 
robotizados. Estos últimos son los que permiten la automatización de los métodos en batch 
(Fifield,  2000).  Las  operaciones  necesarias  para  llevar  a  cabo  la medida  en  uno  de  estos 
métodos en batch pueden ser tan simples como rellenar manualmente un vial o colocar una 




micro‐celdas  de  flujo  (Figura  17),  de  manera  que  una  bomba  peristáltica  o  dispositivo 
equivalente  introduce  la muestra  en  la  celda.  Si  la medida  se  realiza  con  el  flujo parado 
(stopped‐flow)  es posible  acumular un  elevado número de barridos por  espectro y, de  esa 
manera, aumentar la relación señal/ruido, mejorando la precisión.  
 




Figura 17. Celda ATR horizontal de flujo de Graseby-Specac. La disolución circula por un espacio mínimo entre el 











muestra hasta  el  instrumento  FTIR permite  reducir  el  consumo de muestra  y disolvente, 
además de minimizar las contaminaciones cruzadas al llevar a cabo la limpieza en línea de 
la  celda  y  evitar  la manipulación  por  parte  del  operador  de  las muestras  y  disolventes, 




Métodos  con medidas  en modo discontinuo  son  los  que  se  han utilizado  en  los 
trabajos de determinación de grasa en leches en polvo, en el de ATR con celda de diamante 









En  los  métodos  que  utilizan  medidas  en  modo  continuo,  la  concentración  del 
analito se mide sin interrumpir un flujo de líquido (o gas). Existen muchos tipos de métodos 
continuos de  análisis;  los dos más  importantes  son  los  FIA,  flow  injection  analysis,  y  SIA, 
sequential injection analysis. Las diferencias entre ambos son diversas y no profundizaremos 
más  en  éstas,  puesto  que  en  esta  Tesis  se  han  utilizado métodos  FIA  o  variantes más  o 
menos cercanas a la idea del FIA.  
 





de  la muestra  a  través  de  la  celda  de  flujo.  La  técnica  se  basa  en  una  combinación  de 
inyección de muestra, dispersión controlada y cronometraje. En una revisión más moderna, 
Fang define  el  FIA  como una  técnica  no  cromatográfica de  análisis  cuantitativo  en  flujo, 
llevada a cabo mediante la manipulación reproducible de las zonas de muestra y reactivos 
en una corriente de flujo bajo condiciones de no equilibrio termodinámico (Fang, 1993). Esta 




A  las  ventajas  de  los  métodos  de  stopped‐flow  frente  a  los  métodos  en  batch 
manuales  cabe  añadir  para  los  de  análisis  en  flujo  una mayor  versatilidad,  tiempos  de 
transporte reducidos y un consumo minimizado de muestra y reactivos. 
 




Figura 18. Esquema del montaje FA más simple. B: Bomba peristáltica; A: disolvente portador o carrier; R: reactivo 






configurado con una válvula  ‐entendiendo configuración como  la disposición  física de  los 






Figura 19. Representación de las configuraciones posibles para sistemas con una única válvula (conmutación): a) 
sistema con dos entradas alternativas (IN1, IN2) y una salida (OUT); b) sistema con una entrada (IN) y dos salidas 
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añadir  elementos  o  cambiar  la  conectividad  entre  ellos.  Sin  embargo,  el  uso  de  válvulas 





propiedad  del  sistema  que  se  denomina  multiconmutación  (Rocha,  2002).  Ésta  ha  sido 
definida como una red analítica que implica la actuación sobre la muestra de n dispositivos 
activos  (o  n  operaciones  con  un  único  dispositivo),  originando  2n  estados.  La 






muchas veces muy sutil, y no se refiere  tanto a  la utilización de varias válvulas como a  la 
capacidad  del  sistema  para  realizar  gran  cantidad  de  procesos  propios  de  los  métodos 
analíticos  ‐como puedan ser: diluciones, adiciones de patrón o reactivos‐ sin necesidad de 
desmontar  el  sistema  para  reconfigurarlo  de  nuevo  manualmente.  Por  esta  razón,  un 
sistema  que  disponga  de  muchas  válvulas  puede  que  no  implique  multiconmutación 
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desactivarla  durante  medio  segundo,  repetir  el  proceso  cuantas  veces  sea  necesario  y 
cambiar los tiempos de activación de la válvula sin tocar el sistema. 
 
De  esta manera,  una muestra  puede  ser  sometida  a  diversas  operaciones,  como 
puedan ser el mezclado con un reactivo o un estándar o una dilución con disolvente, siendo 
la válvula solenoide de  tres vías  (Figura 20) el dispositivo  fundamental más utilizado con 




Figura 20. Válvula solenoide de 3 vías. 
 
 
En  la válvula de  tres vías, que es  la que  se ha utilizado en esta Tesis, el  flujo es 
conducido por una salida u otra dependiendo de si existe o no paso de corriente eléctrica a 
través de un  solenoide  (Figura  21). Éste  actúa  atrayendo un pistón que  cierra una de  las 
salidas  mientras  abre  la  otra.  Cuando  hay  paso  de  corriente  se  dice  que  la  válvula  se 
encuentra energizada, y si no lo hay se dice que está desenergizada.  
 
La  válvula  solenoide  se  controla  desde  un  PC  mediante  el  software  adecuado, 
habitualmente programado en lenguaje Basic. El PC se conecta a una placa electrónica que 
contiene los elementos necesarios para convertir la intensidad y voltaje de la corriente en los 
adecuados para que  se activen  las válvulas solenoides conectadas a  la misma al  recibir  la 
señal eléctrica procedente del PC (Figura 22). La conexión entre el PC y la placa se realiza a 
través de un puerto, p. ej. el de  la  impresora. A  la válvula desenergizada  le corresponde el 









real.  En  cuanto  a  la  precisión  en  su  funcionamiento,  se  pueden  programar  tiempos  de 
inserción  tan pequeños  como 0.1  s  sin encontrar problemas de  repetibilidad,  tiempos que 




Figura 21. Esquema del funcionamiento de la válvula solenoide de 3 vías configurada como una entrada fija y dos 
posibles salidas. A) Válvula desenergizada o de bit 0, donde r es la entrada de corriente; s el solenoide; p el pistón de 















Figura 22. Placa de un sistema de multiconmutación que permite controlar hasta seis válvulas solenoides. 1: entrada 
de corriente de 12 V  proveniente de la fuente de alimentación; 2: resistencias; 3: chip; 4: leds indicadores; 5: conexión 
de las válvulas (dos en este caso); 6: cable conectado al puerto de impresora. 
 
 
A  continuación veremos el  fundamento de  las operaciones que permiten  llevar a 




encuentra desenergizada  (bit 0) es el portador el que  circula por el  sistema, el volumen de 
muestra  será  insertado  entre  dos  volúmenes  de  portador.  Estos  pequeños  volúmenes  se 
denominan  slugs.  Si  se  repite  el  proceso de  inserción de  slugs de muestra  entre  slugs de 
portador,  se  consigue  la  mezcla  de  la  muestra  con  éste.  La  causa  de  la  mezcla  es  la 
dispersión axial. Ésta se produce a lo largo de todo el sistema y su efecto es garantizado por 















Figura 23. Dilución en línea mediante un sistema con multiconmutación. A) Montaje: M, muestra; C, carrier; V, válvula 
solenoide de tres vías; B, bomba peristáltica; R, coil; D, detector; W, desechos. B) Esquema de los tiempos de 
inserción de muestra tm (azul) y carrier tc1; tc2 se refiere al tiempo de carrier entre cada una de las tres réplicas, 
consistiendo cada réplica en un número igual de slugs con idénticos tiempos de inserción. La flecha indica la dirección 
del flujo. C) Perfil de slugs correspondiente a las tres réplicas. D) Representación de la distribución de la muestra 





pequeños  sean  éstos,  puesto  que  existen  2n‐1  superficies de  contacto  entre  los  slugs  que 
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se  puede  plantear  un  calibrado  externo  o  una  adición  estándar  en  línea  utilizando  dos 
válvulas de tres vías, con una única disolución stock de patrón, muestra original y carrier. Las 





Como ya hemos visto  anteriormente,  las  técnicas vibracionales de FT‐MIR y FT‐
NIR presentan algunos problemas a  la hora de  la obtención de  las medidas, en función de 













la celda desde la parte  inferior y seleccionando el material de  las ventanas de  la celda y el 
carrier.  
 
En  el  caso de  las medidas por Transmisión  en  la  región del NIR, además de  los 
problemas citados arriba hay que  tener especial cuidado con  los cambios de  temperatura. 
Las  bandas  de  absorción  pueden  aumentar  o  disminuir  de  intensidad  de  manera 
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considerable  en  función  de  la  temperatura  (Kemeny,  1992).  Los  equipos  FT‐NIR  suelen 
incluir un portamuestras termostatizado con objeto de evitar las variaciones de temperatura 
entre muestras  y  patrones  cuando  se  realizan  las medidas.  Si  el  sistema  es de  flujo  y  se 
realizan  medidas  en  continuo,  es  recomendable  termostatizar  todo  el  sistema  o,  en  su 
defecto, asegurarse de que no se producen cambios de temperatura a lo largo de éste. 
 
Respecto  de  los métodos  con medidas  en  continuo  por  Transmisión,  si  bien  el 
acoplamiento con la espectrometría FTIR no resulta excesivamente complejo, no está exento 
de  limitaciones  que  exigen  tomar  una  serie  de  precauciones.  Primero,  por  la  baja 
sensibilidad de la técnica en sí misma. Cada punto del registro de la señal frente al tiempo 
debe ser obtenido como promedio de varios scans. Una mayor resolución temporal implica 








Por otra parte,  las medidas por ATR en modo discontinuo  sufren de  los mismos 
problemas de sensibilidad que las medidas por Transmisión. Además, en este caso hay que 
utilizar disolventes que no sean muy volátiles o controlar su evaporación para que no varíe 
la  concentración  de  analito  en  la  superficie  del  cristal  mientras  se  están  realizando  las 
medidas. Este problema se solventa con el uso de celdas ATR de flujo y con  la medida en 
modo  stopped‐flow  o,  en  el  caso  de  los  accesorios  ATR  de  diamante,  mediante  anillos 
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utilizado  bombas  peristálticas  como  la  que  puede  verse  en  la  Figura  24.  Proporcionan 
caudales aproximadamente constantes en un amplio intervalo de valores, típicamente de 0.1 
a  10  mL  min‐1.  Se  pueden  utilizar  para  impulsar  el  líquido  o  para  succionarlo,  siendo 
preferida  la  segunda  modalidad  pues  reduce  la  presencia  de  burbujas  en  el  sistema  y 
requiere  un menor  volumen  de  disolución  en  el  caso  de  realizar  las medidas  en modo 
stopped‐flow. La bomba actúa mediante la presión que ejercen unos cilindros rotatorios sobre 
un  tubo  elástico;  este  movimiento  “peristáltico”  produce  la  aspiración  o  impulsión  del 
líquido a  través del  tubo. Con disoluciones acuosas pueden utilizarse  tubos de PVC. Si el 









consigue  adicionando  pequeños  volúmenes  de  disolución  patrón  a  un  flujo  de muestra 
constante. De esta manera se reduce considerablemente el tiempo de análisis. Por otra parte, 
la extracción en línea se lleva a cabo haciendo circular cíclicamente a través de la muestra un 
volumen  determinado  del  disolvente  adecuado.  Si  la  disolución  pasa  por  la  celda  de 
medida,  puede  seguirse  el  proceso  de  extracción  registrando  la  señal  correspondiente  al 
analito.  Así  se  evita  la  manipulación  off‐line  de  la  muestra  que  suele  ser  causa  de 
contaminaciones y errores.  
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Desde  el  trabajo  pionero  de  Curran  y  Collier  en  el  que  se  utilizaba  un 
espectrómetro  dispersivo  acoplado  a  un  sistema  FIA  para  la  determinación  de  fenil 
isocianato a 2270 cm‐1 utilizando CCl4 como carrier (Curran, 1985), el empleo del análisis en 
flujo y la espectrometría IR como técnica de detección ha ido en aumento. En el mismo año 






en  un  capilar,  con  la  peculiaridad  de  que  el  portador  era  un  fluido  supercrítico  (Olesik, 
1986). Un  par  de  años  después, Miller  et  al  determinaron  succinilcolina  en  disoluciones 
acuosas de productos farmacéuticos (Miller, 1988). El trabajo de Guzmán et al sobre mezclas 
sintéticas  de  etanol,  acetona  y  tetrahidrofurano,  en  el  que  se  introducía  la  regresión  por 
mínimos  cuadrados  parciales  (PLS)  como  estrategia  de  calibración,  abrió  nuevas 






ampliando  con  éxito  las  aplicaciones  de  la  técnica  FIA‐FTIR  para  la  determinación  de 
diversos  analitos  en matrices muy  variadas  –dedicación  que  se mantiene  a  día  de  hoy‐, 
como  disolventes  (Garrigues,  1992),  gasolina  (de  la  Guardia,  1993;  Gallignani,  1993; 




Por  otra  parte,  desde  mediados  de  los  años  90  un  grupo  de  investigación 
perteneciente a la Universidad de Viena ha promovido el desarrollo de nuevas aplicaciones 
y variantes del FIA‐FTIR, principalmente orientado hacia problemas de carácter bioquímico, 




como  fuente de  radiación en el MIR  (Lendl, 2000),  la cuantificación de  iones metálicos en 
muestras acuosas (Pérez‐Ponce, 2000), el uso de sensores en flujo (Lendl, 1999), aplicaciones 
clínicas  (Rosemberg,  1994;  Lendl,  1998;  Krieg,  1996), medida  de  actividades  enzimáticas 





 Un  ejemplo  ilustrativo  de  las  posibilidades  que  plantea  el  acoplamiento  del 
análisis  en  flujo  con  la  espectrometría  FTIR  como  técnica  de  detección  es  el  trabajo  de 
Vonach  et  al  sobre  la  determinación  directa  de  fosfato  en  bebidas.  Dos  alícuotas  de  la 
muestra  se  mezclan  con  dos  tampones  de  pH  diferente  y  se  obtienen  los  espectros 
correspondientes.  La  diferencia  de  los  espectros  obtenidos  a  los  dos  pH  permite  la 
cuantificación del fosfato en la muestra (Vonach, 1997b). 
 
El  empleo  de  fases  vapor  para  su  análisis  por  espectrometría  IR  ha  supuesto 
también  un  importante  desarrollo  del  análisis  FIA‐FTIR.  Ejemplos  de  aplicaciones  con 
generación  de  fase  gas  (FIA‐VPG‐FTIR)  son  la  determinación  de  etanol  en  cloroformo 











con  cloroformo,  empleando  una  celda  del  tipo  sandwich  con  una  membrana  de  PTFE 
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(Gallignani,  2005).  Wei  y  Yang  (Wei,  2005)  proponen  un  método  para  la  detección  de 
compuestos orgánicos volátiles en disolución acuosa que requiere la separación de éstos en 
una fibra hueca porosa de polipropileno, en contracorriente. En el trabajo de Al‐Alawi et al 
se  propone  un  método  automatizado  para  la  determinación  de  ácidos  grasos  libres  y 
humedad  en  aceites  (Al‐Alawi,  2006).  Por  otra  parte,  se  ha  continuado  con  la  línea  de 
investigación de nuestro grupo relativa al desarrollo de métodos de análisis automatizados. 
Ejemplos de este esfuerzo son los trabajos publicados sobre la determinacón de buprofezin 
en  formulaciones  de  pesticidas  (Armenta,  2005a),  en  el  que  se  utiliza  acetonitrilo  como 





























modificaciones  fraudulentas  de  su  composición.  Por  este  motivo,  se  hace  necesario 













La  espectrometría  FTIR  es  una  técnica  de  análisis  que  presenta  ventajas  y 
desventajas respecto de su uso en el control de calidad frente a otras técnicas. Por un lado, es 
una técnica poco sensible, lo que la convierte en poco adecuada para el análisis de muestras 
con  contenidos de  analito  a nivel de  traza.  Sin  embargo, no  suele  ser  la  situación de  los 
principios activos de gran número de productos. Ejemplos de  este hecho  son  los analitos 
determinados en los trabajos de esta Tesis: tensioactivos en formulaciones de productos de 
limpieza, un pesticida en una  formulación  fitosanitaria, benceno en gasolina, un principio 
activo  en una especialidad  farmacéutica, grasa  en  leche en polvo. Todos  estos analitos  se 
encuentran  en  concentraciones  del  orden  de  porcentaje,  de  manera  que  la  escasa 
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La  precisión  de  los  resultados  obtenidos  por  la  espectrometría  FTIR  puede  ser 
perfectamente aceptable en este campo de aplicación. En cuanto a la rapidez en el análisis, 
ya se ha comentado que un scan puede obtenerse en 1 s, lo que supone aproximadamente 0.5 
min  para  un  espectro  típico  de  8  cm‐1  de  resolución  obtenido  acumulando  25  scans.  Si 
comparamos  estos  valores  con  el  tiempo  necesario  para  obtener  un  cromatograma  (del 
orden de 5‐10 min),  la etapa de medida  resulta muy  rápida en un método FTIR. Por otra 













insoslayable:  la naturaleza del  fenómeno vibracional de  la absorción   de  la  radiación que 
proporciona  una  gran  cantidad  de  información  sobre  las  características  químicas  de  la 
muestra,  característica  de  la  que  carecen  la mayor  parte  de  las  técnicas  de  análisis  que 















al medio ambiente en el ámbito de  la Química Analítica ha  sido constante en  los últimos 





















que  el  método  de  análisis  ideal  debería  ser  limpio,  sin  producir  desechos  ni  consumir 
reactivos o disolventes tóxicos o nocivos. En la práctica, resulta muy difícil cumplir siquiera 
una única recomendación de la EPA. Existen técnicas que permiten el análisis directo o no 
destructivo, pero  que  requieren  gran  energía  o producen  radiaciones  ionizantes mientras 
que  otras  utilizan  grandes  cantidades  de  disolventes  y  generan  muchos  residuos.  La 
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generación de  residuos en el análisis químico  tiene mayor  importancia de  lo que pudiera 
parecer en un principio. Los procesos más específicos, como el análisis químico, producen 
mayor  cantidad  de  residuos  proporcionalmente,  que  las  industrias  tradicionalmente 
consideradas más contaminantes (Tabla 4). 
 
Industria Residuos (toneladas) 
Ratio kg subproductos/ 
kg producto 




Química fina 102-104 5-50 
Farmacéutica 10-103 25-100 
 




la  reducción o eliminación de  los disolventes  tradicionalmente empleados en  las medidas 
por Transmitancia. Éstos son disolventes orgánicos, con frecuencia tóxicos y nocivos para el 
medio ambiente. Destacan el disulfuro de carbono CS2, el cloroformo CHCl3, diclorometano 






A  la  dificultad  de  encontrar  un  disolvente  adecuado  para  una  sustancia 
determinada se añade por tanto la necesidad de evitar el uso de sustancias peligrosas para el 
medio  ambiente,  incluido  el  analista.  En  el  caso  del  CCl4  y  CS2,  su  gran  toxicidad 
recomienda su eliminación de  los métodos de análisis FTIR. Disolventes menos peligrosos 
como  el  CHCl2  y  CHCl3  deberían  ser  utilizados  en  cantidades  mínimas.  Esto  se  puede 
conseguir mediante la aplicación de las estrategias de análisis en continuo ya mencionadas y 
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años.  En  la  Figura  25  se  puede  observar  la  tendencia  entre  los  años  1992‐2005  para  el 
número de artículos publicados sobre esta técnica de análisis. La búsqueda se ha realizado 
mediante  la base de datos ERL WebSpirs 5,  introduciendo  en  cada  caso  como  criterio de 
búsqueda ((FTIR in AB)) and (PY: ANAB= año). Esta búsqueda, aunque no sea completa ni 
muy precisa, es representativa del volumen total de trabajos que utilizan la espectrometría 





búsqueda pasó de 149  trabajos en el año 1992, a un máximo en el año 1999  (231  trabajos), 
principalmente debido a  la  comercialización de nuevos  equipos FTIR más  económicos. A 
partir  de  ese  año,  la  producción  parece  haber  disminuido  de  manera  importante, 
posiblemente  por  los  problemas  intrínsecos  de  la  espectrometría  FTIR  como  técnica  de 
análisis, es decir, las dificultades de encontrar disolventes adecuados y su baja sensibilidad. 
Es en este punto donde  se hace evidente  la  importancia de  los  trabajos presentados en  la 
presente Tesis, que tiene entre sus objetivos la ampliación de las aplicaciones de las técnicas 
vibracionales  en  el  análisis  cuantitativo. En  este  sentido  cabe destacar  la  contribución de 




1997  a  9  en  2005,  que  hacen  un  total de  59  trabajos  encontrados  en  este  periodo  bajo  el 
criterio de  búsqueda  ((FT‐NIR  in AB))  and  (PY:ANAB=  año).  Sin  embargo,  el número de 
trabajos que aparecen bajo el criterio de búsqueda ((NIR in AB)) and (PY:ANAB= año) es de 
1345,  siendo  20  veces  mayor  que  el  obtenido  con  el  otro  criterio  de  búsqueda, 







Figura 25. Evolución del número de artículos publicados, según los datos obtenidos de la base de datos WebSpirs, 
utilizando en el criterio de búsqueda (Concept): FTIR. 
 
 
Finalmente,  sólo  aparecen  42  trabajos  en  el periodo  1992‐2005 para  el  criterio de 
búsqueda ((ATR‐FTIR in AB)) and (PY:ANAB= año), frente a un total de 419 trabajos sobre 









































































































celdas  de  líquidos,  al  acoplamiento  de  análisis  en  flujo  y  el  empleo  de  mezclas  de 
disolventes  ‐lo  cual  ha  ampliado  el  número  de  especies  solubles‐,  la  determinación 









y  ampliando  las  aplicaciones  analíticas  de  la  Espectrometría  vibracional  en  el  análisis 
cuantitativo, y contribuyendo a reducir  los riesgos y efectos nocivos que ésta genera como 
consecuencia  de  su  mayor  utilización,  mediante  el  desarrollo  de  métodos  analíticos 
medioambientalmente  sostenibles.  Por  otra  parte,  la  necesidad  de  métodos  de  análisis 
rápidos y de bajo coste aplicables al control de calidad de productos industriales sugiere la 















a)  Análisis  directos  por  técnicas  de  reflectancia  (ATR)  que  eviten  la 
manipulación de la muestra. 
b) La utilización de sistemas de extracción/preconcentración en línea. 
c)  El  uso  de  estrategias  de  análisis  como  el  análisis  en  flujo  y  la 
multiconmutación. 
 







Esta  Tesis  se  divide  en  cuatro  partes,  de  acuerdo  con  las  características  de  los 
trabajos realizados y que se han incluido en esta memoria: 
 
1. Análisis  directo  por ATR‐FT‐MIR  con  celda  de  diamante:  determinación  de 
nitriloacetato sódico en detergentes líquidos de pH elevado. 
 















3.1.  Determinación  de  methidathion  y  tricyclazole    en  aguas  con 
preconcentración mediante SPE y posterior elución en línea. 









































































La  comercialización  de  accesorios  ATR  de  diamante  ha  supuesto  un  paso 
importante en el análisis directo de muestras por espectrometría FTIR  (Coates, 2000). Esta 
técnica  FTIR‐ATR  con  celda  de  diamante  se  ha  aplicado  con  éxito  a  diversos  tipos  de 
analitos en matrices varias, como puedan ser la determinación de glucosa y ácido poli beta‐
hidroxibutírico  en  Escherichia  coli  (Jarute,  2004),  pesticidas  en  aguas  (Colume,  2004), 
discriminación espectroscópica de bacterias (Winder, 2004), determinación de alcaloides en 
productos  vegetales  (Schulz,  2004),  glucosa  en micromuestras  evaporadas  (Diessel,  2004), 
estudio de intermedios metabólicos (Nakanishi, 2003), y la determinación de carbohidratos, 





activo  en  formulaciones  de  detergentes  industriales  con  pH  elevados  (¿11)  cuya medida 
fuese incompatible con las celdas ATR de ZnSe, de manera que la principal ventaja del ATR 
de diamante –su extraordinaria resistencia química‐ fuese plenamente explotada. El analito 
es  el  nitrilotriacetato  sódico  (NTA),  una  sustancia  empleada  como  agente  quelante  en 
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productos  de  limpieza  industrial  (Knepper,  2003).  Esta  sal  está  considerada  como 
potencialmente  cancerígena  y  es  altamente  nociva  para  los  organismos  acuáticos.  El 
principal  interés  en  el  control  de  esta  sustancia  en  las  formulaciones  analizadas  se  debe  
tanto a su papel activo en la limpieza como a su toxicidad.  
 
Los métodos para  la determinación del NTA  encontrados  en  las  bases de datos 
incluyen la polarografía (Esser, 2000) y la electroforesis capilar (Owens, 2000), pero en estos 
trabajos sólo se determina en  forma de quelantes  totales. Para  la determinación directa se 
han propuesto métodos como la voltametría de redisolución anódica (Voulgaropoulos, 1992; 
Schoen, 1997) y la cromatografía líquida HPLC (Geshke, 1997). No obstante, estos métodos 
resultan  poco  prácticos  para  el  análisis  aplicado  al  control  de  calidad,  por  su  bajo 







Explicaremos  en primer  lugar  cómo  se pone  a punto un método de  análisis por 






puede  inferir  qué  bandas  son  susceptibles  de  ser  utilizadas  para  la  determinación 









las  regiones  en  las  que  aquél  es menos  transparente  a  la  radiación. De  esta manera,  las 
regiones  con  un  background muy  elevado  no  pueden  utilizarse  para  la  cuantificación  del 
analito. Por otra parte, el disolvente deberá ser compatible con el material de la celda o del 





Si  la  determinación  del  analito  no  es  directa,  entonces  deben  seleccionarse  las 
condiciones que aseguren la extracción cuantitativa del analito o, en su defecto, garanticen la 
repetibilidad de la extracción parcial para su utilización con fines cuantitativos mediante la 
corrección  correspondiente.  Esto  se  consigue  mediante  la  realización  de  estudios  de 
extracción con el objetivo de crear un protocolo que permita  la determinación cuantitativa 




(o  los  extractos  equivalentes)  y  patrones  preparados  en  el  disolvente  adecuado,  se  debe 
deducir qué bandas del espectro de  la muestra son debidas al analito, y cuáles entre ellas 
son  las  más  adecuadas  para  la  cuantificación  del  mismo.  Se  estudian,  por  tanto,  los 
parámetros que definen el  criterio de medida que  se va a utilizar  como variable analítica 
(área o altura de banda, línea base). Dependiendo de la exactitud y precisión que tenga que 
cumplir el método y  las características espectrales del disolvente utilizado, se selecciona el 
criterio  de  medida  más  adecuado.  En  general  se  selecciona  un  criterio  para  el  que  el 
coeficiente de  correlación R2  sea mayor o  igual a 0.999,  con el  fin de asegurar una buena 
correlación  entre  la variable medida  (y) y  la  concentración de analito  (x) a  través de una 
ecuación del  tipo y=  ax+b. En  el  caso de que  existan  interferencias de  alguna  clase, debe 
seleccionarse  un  criterio  de medida  que minimice  los  efectos  de  éstas  en  los  resultados, 
cuando  no  los  elimine  completamente.  En  ese  caso  se  pueden  utilizar  muestras  de 
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concentración  conocida  con  el  fin  de  ajustar  el  criterio  de medida  a  los  resultados más 
exactos y precisos. 






los estudios  correspondientes  son:  i) el número de  scans acumulados por espectro y  ii)  la 
resolución  nominal. Aunque  puede  aplicarse  un  diseño  experimental multivariante  para 
ello,  la práctica habitual consiste en  fijar uno de  los dos parámetros, es decir, resolución o 
número de  scans, y ver  cómo varía  la precisión y  la  relación  señal/ruido  al variar  el otro 
parámetro. Se debe seleccionar un valor del parámetro que dé como resultado una relación 
señal/ruido y precisión máximas, a la vez que requiera un tiempo de medida que sea lo más 





de medida. Por  el  contrario, una mayor  resolución nominal  implica un mayor  tiempo de 
medida, mientras que una menor resolución permite obtener un espectro más rápidamente 
pero se pierde  información. En el caso de bandas muy anchas, puede ser útil disminuir  la 






seleccionadas, determinando  el  analito por  interpolación directa  en  la  curva de  calibrado 
obtenida para  los patrones, medidos  como  las muestras. En  el  caso de que  sea necesario 
realizar una adición estándar, la concentración de analito se obtiene por extrapolación en la 
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curva  correspondiente. Ésta  se  obtiene midiendo  los patrones preparados por  adición de 
cantidades  crecientes  de  analito  a  diversas  alícuotas  de  la  muestra.  Si  los  resultados 
obtenidos  por  la  modalidad  de  análisis  pertinente  (directa  o  por  adición  estándar) 
concuerdan con los obtenidos mediante un método de referencia, o con los valores reales si 





Finalmente,  la  exactitud  del  método  se  comprueba  mediante  estudios  de 
recuperación,  en  los  que  se  analizan muestras  a  las  que  se  les  ha  adicionado  cantidades 
conocidas del analito. Si  la cantidad de analito encontrado en cada muestra adicionada es 
aproximadamente  igual  al  100 % del  analito  realmente  adicionado,  entonces  se  considera 
que el método es exacto y se da por válida su aplicación. 
 
En  este  trabajo  se  presenta  un método  para  la  determinación  directa del  agente 
complejante nitrilotriacetato sódico (NTA) en detergentes líquidos alcalinos. Las medidas se 
llevan  a  cabo  en modo discontinuo  en  la  región del MIR  (4000‐600  cm‐1),  empleando  un 
accesorio ATR de diamante. En  este dispositivo,  se  coloca una gota de muestra o patrón 
sobre el cristal de diamante y se registra el espectro correspondiente. 
 






Asimismo,  en  este  trabajo  se  utiliza  un  cristal  ATR  de  diamante  porque  las 
muestras  son  muy  alcalinas  y  cualquier  otro  material  disponible  (Ge,  ZnSe)  resultaría 
atacado con la consecuencia de la destrucción de los elementos ópticos del accesorio ATR. 
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Como  es  habitual  en  el  desarrollo  de  un  nuevo  método  de  análisis  por 
espectrometría FTIR, se realizó un estudio preliminar de  los espectros correspondientes de 
una muestra  de  cada  formulación  disponible  y  de  un  patrón  de NTA  (Figura  26). Cada 
formulación presenta una composición diferente, oscilando  la concentración de NTA entre 
el  6.2  y  el  9.25  %  (m/m).  De  la  formulación  F1  se  disponía  de  dos  muestras  reales 
procedentes de la fábrica (batch), tres de F2, dos de F3, dos de F4 y tres de F5. Además, de 











Figura 26. Espectros ATR-FTIR de las diferentes formulaciones (F1, F2, F3, F4, F5) de detergente líquido y de un 
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Respecto  al  número  de  scans  acumulados,  el  estudio  para muestras  y  patrones 
indicó que con 50 scans se obtenían resultados que representaban un buen compromiso entre 




Por otra parte, el estudio del efecto de  la  resolución nominal en  la sensibilidad y 
precisión de  las medidas nos condujo a  la conclusión de que 8 cm‐1 era  la  resolución más 








de  la  gota,  iii)  la  temperatura.  Si  se  produce  evaporación  significativa,  entonces  la 
concentración del analito aumenta en la disolución y la absorción debida a éste aumentará 
de intensidad. Si este proceso afecta en proporción diferente a muestras y patrones y si se ve 
modificado  de manera  importante  por  las  condiciones  ambientales  en  el momento  de  la 
obtención de los espectros, el efecto producido será una pérdida de exactitud y precisión del 
método.  Así  pues,  resulta  necesario  un  estudio  previo  de  la  variación  de  la  banda 
correspondiente al analito en función del tiempo de medida, para asegurarse de que durante 
la  obtención del  espectro  –en  el  proceso de  análisis‐  no  se  vayan  a  producir  variaciones 
significativas de la concentración de analito.  
 





medidas.  Sin  embargo,  la  naturaleza  de  las muestras  –detergentes  líquidos‐  implicaba  la 
presencia  de  tensioactivos.  Estas  sustancias  tienen  la  propiedad  de  disminuir  la  tensión 
superficial de  las disoluciones, por  lo que una gota que  las contenga  tenderá a extenderse 
sobre el cristal aumentando la superficie y por ende, la evaporación.  
 
Para  evitar  este  problema,  el  accesorio  ATR  empleado  dispone  de  un  anillo 
metálico que se coloca sobre la celda y en el que se deposita la gota a medir, de tal modo que 
ésta no puede extenderse más allá del límite del anillo. Sin embargo, el uso del anillo acarrea 
un  grave  inconveniente:  se  debe  limpiar  perfectamente  antes  de  ser  utilizado  para  una 
muestra diferente. Mientras que  el  cristal  se  limpia  rápidamente  con  agua desionizada  y 
papel  –puesto  que  el  diamante  no  se  raya‐,  la  limpieza  del  anillo  requiere mucho más 
tiempo,  alargando  el  análisis.  Por  tanto  es  preferible  no  utilizar  el  anillo  mientras  sea 
posible.  Para  evitar  sorpresas  y  asegurar  la  robustez  de  la medida  directa  sin  anillo,  se 
realizó  el  estudio del  efecto del  tiempo  que  está  la  gota  sobre  el  cristal  frente  a  la  señal 
correspondiente al analito. 
 







los  estudios  ya  comentados,  se  pasó  a  la  selección  del  criterio  de medida.  Para  ello  se 
evaluaron  diferentes  criterios  de medida  para  la  determinación  directa  del NTA    en  las 
muestras  (alturas y  áreas de pico  corregidas  con diferentes  líneas base). Aunque  tanto  la 
precisión  como  la  correlación  obtenidas  para  cada  uno  de  los  criterios  evaluados  fueron 
excelentes,  fue  necesario  recurrir  al  análisis  de  las  muestras  de  referencia  (muestras  de 
laboratorio) para seleccionar el criterio de medida que evitaba el efecto de las interferencias 
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producidas  por  los  otros  componentes  de  las  formulaciones.  El  criterio  de  medida 
seleccionado  fue  el  área de pico  entre  1604.5  y  1546.6  cm‐1,  corregida  con una  línea  base 
establecida entre 1743.3 y 1365.3 cm‐1. 
 
Por  otra  parte,  se  descubrió  que  la  protonación  del  grupo  carboxilato  afectaba 




el  área  de  pico  seleccionada,  lo  que  permitió  la  determinación  directa  del  NTA  en  las 
muestras sin realizar ajustes de pH.  
 
Llegados  a  este punto  se  analizaron  todas  las muestras disponibles,  tanto  las de 
referencia como las muestras batch procedentes de la fábrica. En la Tabla 5 se muestran los 
resultados obtenidos en este análisis directo. Como se puede observar, el error es menor del 
1 % para  las  formulaciones  F1,  F2  y  F4. Para  la  formulación  F3  se  obtiene un  error  algo 
mayor (1.8 %), pero incluso en el caso de F5, con un error del ‐3.6 %, es posible la aplicación 
















Figura 27. Efecto del pH en los valores de área de pico entre 1604.5 y 1546.6 cm-1 (corregidos con una línea base 
establecida entre 1743.3 y 1365.4 cm-1) para un patrón al 10% de NTA (m/v). Condiciones de medida: 50 scans 
acumulados, 8 cm-1 de resolución nominal. Se indica con una elipse el conjunto de los valores correspondientes a las 
muestras analizadas en este trabajo. 
 
 
% NTA (m/m)  
Muestra 
Valor de referencia ATR-FTIR 
Error % 
F1 batch 1 7.95 7.90 ± 0.03 -0.7 
F1 batch 2 7.95 8.124 ± 0.014 2.2 
F1 laboratorio 7.95 7.95 ± 0.03 0.0 
F2 batch 1 9.25 9.37 ± 0.03  1.3 
F2 batch 2 9.25 9.38 ± 0.05 1.4 
F2 batch 3 9.25 9.45 ± 0.03 2.1 
F2 laboratorio 9.25 9.332 ± 0.013 0.9 
F3 batch 1 7.07 7.24 ± 0.03 2.4 
F3 batch 2 7.07 7.30 ± 0.02 3.2 
F3 laboratorio 7.07 7.20 ± 0.05 1.8 
F4 batch1 6.80 6.99 ± 0.08 2.8 
F4 batch2 6.80 6.800 ± 0.004 0.0 
F4 laboratorio  6.80 6.867 ± 0.015 1.0 
F5 batch 1 6.22 6.087 ± 0.017 -2.1 
F5 batch 2 6.22 5.990 ± 0.018 -3.7 
F5 batch 3 6.22 6.08 ± 0.03 -2.1 
F5 laboratorio  6.22 5.994 ± 0.012 -3.6 
 
Tabla 5. Resultados obtenidos mediante el método desarrollado para muestras de detergentes líquidos comerciales 






















de  diamante  de  NTA  en  detergentes  líquidos  fuertemente  alcalinos.  El  desarrollo  del 
método ha  implicado una serie de estudios de  los parámetros FTIR y de  las características 















































de  materias  primas  y  productos  industriales  (Garrigues,  2000b;  Mossoba,  2001). 





Por  otro  lado,  el  acoplamiento  FTIR‐  FA  estaba  proporcionando  nuevas 
perspectivas al análisis FTIR (Cadet, 2000; Garrigues, 2000a), aun implicando el consumo de 
cantidades  relativamente  elevadas de muestra y disolventes. La  experiencia previa    en  el 
desarrollo  de  sistemas  con  multiconmutación  (Ventura‐Gayete,  2004)  sugería  un 




antecedente,  en vista  a  realizar  el proceso de medida  en  stopped‐flow  e  incrementar  así  la 
sensibilidad del método (Araújo, 1995). Así pues, se procedió a desarrollar un método ATR‐











De manera previa  al diseño del  sistema  con multiconmutación  se  estudiaron  los 
parámetros  propios  de  la  espectrometría  ATR‐FTIR.  En  primer  lugar  se  estudiaron  las 
características  de  los  espectros  ATR‐FTIR  tanto  de  las  muestras  como  de  los  patrones 
acuosos con el objetivo de evaluar la viabilidad del método que se pretendía desarrollar. Las 
muestras  y  patrones  se  introducían  por  succión  en  la  celda ATR  de  flujo mediante  una 
bomba peristáltica y  los  espectros  se obtenían  en modo  stopped‐flow,  es decir,  con  el  flujo 
detenido. En  la Figura 28  se muestran  los espectros de una muestra y varios patrones de 
AOS  en  la  región  espectral  de  interés,  pues  fuera  de  esta  zona  no  se  observaba  una 
correspondencia clara entre las bandas del AOS y las de la muestra. La banda alrededor de 












Figura 28. Región del espectro ATR-FTIR en el que aparecen las bandas más significativas del AOS. A: espectros de 
los patrones de AOS en agua; B: espectro de una formulación de detergente líquido. Los espectros de los patrones 
están desplazados sobre el eje y para una mayor claridad. Las condiciones de medida son: 100 scans acumulados, 8 





y  rapidez de  las medidas. De  esta manera  se  seleccionaron  100  scans  acumulados  y  una 











la  limpieza  de  la  celda.  A  través  de  la  válvula  V2  se  puede  insertar  un  patrón  o  una 
disolución de  limpieza, según el tipo de muestra que se vaya a medir (como veremos más 




































modo  stopped‐flow,  el  flujo  a  través  de  la  celda  se  detiene  accionando  la  válvula V4,  que 
desvía el  carrier hacia un by‐pass. La bomba está  situada al  final del  sistema precisamente 
para  lograr  el  by‐pass  del  carrier  y  evitar  la  presencia  de  burbujas  en  la  celda  cuando  se 
miden las muestras o patrones.  
 









el análisis  en  el menor  tempo posible. El  tiempo de muestreo  se  refiere al  tiempo que  se 
acciona  la válvula V1, durante el que  la muestra es  transportada hacia  la celda de  flujo. El 
que la celda se llene completamente de muestra y ésta desplace al carrier preexistente en ésta 
dependerá del tiempo de muestreo programado. En consecuencia, la señal observada (área 
de pico entre 1049.1 y 1034.6  cm‐1  corregida  con una  línea base establecida entre 1020.2 y 
995.1 cm‐1) debe alcanzar un valor constante para un determinado tiempo. Como se observa 
en  la  Figura  30,  son  suficientes  30  s  de  tiempo  de  muestreo  para  conseguir  una  señal 
máxima,  y  por  tanto  este  valor  fue  seleccionado  para  el  procedimiento  experimental 
recomendado en este nuevo método de análisis. 
  




Por  otra  parte,  el  sistema  debía  funcionar  de  tal manera  que  no  existiese  efecto 
memoria  o  contaminaciones  entre  muestras  diferentes  analizadas  sucesivamente.  Para 















Figura 30. Efecto del tiempo de muestreo en el área de pico entre 1049.1 y 1034.6 cm-1 corregida con una línea base 
establecida entre 1020.2 y 995.1 cm-1 de una muestra de detergente líquido conteniendo un 8.52 % (m/m) de AOS. 
Las condiciones de medida son: 100 scans acumulados, 8 cm-1 de resolución nominal. Los resultados están 







de  las  muestras  analizadas  estaban  dentro  del  intervalo  7.5‐9.5  %  (m/m)  de  AOS.  La 
exactitud  del método  se  evaluó mediante  los  correspondientes  estudios  de  recuperación, 
que dieron como resultado valores próximos al 100 % en  todos  los casos. Así pues, se dio 
por válido el método desarrollado.   Las características analíticas se resumen en  la Tabla 6. 
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equivalente en modo manual  (no en  stopped‐flow, puesto que no  se utiliza  celda de  flujo). 








Frecuencia de análisis h-1 23 15 
Volumen muestra mL / 100 
determinaciones 
96 100 
Residuos mL h-1 115 250 
LOD % (m/m) 1.2 - 
CV % 1.3 - 
 
Tabla 6. Características analíticas más importantes del método desarrollado para la determinación ATR-FTIR de α-
olefinsulfonato sódico en detergentes líquidos de uso industrial. 
 
 
De modo  paralelo  al  desarrollo  del método  de  análisis  del AOS  en  detergentes 
líquidos  se evaluó  la aplicabilidad del  sistema acoplado multiconmutación‐ celda ATR de 
flujo  para  la  obtención  de  espectros  en  stopped‐flow  de  muestras  de  composición  muy 
diferente: cerveza, disolución acuosa de leche en polvo, zumo de naranja y aceite de oliva. El 
sistema de  limpieza  en  línea de  la muestra  que  se puso  a punto,  basado  en  la  inserción 
alternativa de burbujas de  aire,  carrier y disolución  limpiadora   posibilitó  en  el  caso más 
extremo  –muestra  más  difícil  de  limpiar‐  la  medida  de  12  muestras  de  aceite  de  oliva 






El método  desarrollado  para  la  determinación  de  AOS  en  detergentes  líquidos 
permite  el  análisis de  23 muestras  en una hora,  con una precisión y  exactitud  adecuadas 
para  el  control  de  calidad  de  las  formulaciones.  Por  otra  parte,  el  sistema  con 
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multiconmutación  se  puede  aprovechar  para  la  obtención  de  los  espectros  de  muestras 
diversas de una manera cómoda y limpia. 
 





El  benceno  se  encuentra  entre  los múltiples  compuestos  que  permanecen  en  los 
productos  intermedios  obtenidos  durante  el  proceso  de  preparación  de  las  gasolinas,  de 
manera que en éstas suele encontrarse en cantidades del orden del porcentaje, si no se evita 
de algún modo. Es cancerígeno y por tanto la legislación específica establecía unos valores 
de  contenido  de  benceno  en  la  gasolina menores  del  5%  (actualmente  <  1 %  en  la UE). 
Antecedentes del uso de la espectrometría FTIR para la determinación del benceno son los 
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Puesto  que  el  método  que  se  pretendía  desarrollar  era  una  adaptación  de  un 
método  FIA  preexistente,  no  fue  necesario  seleccionar  las  condiciones  ni  el  criterio  de 
medida más allá de lo que la propia multiconmutación requería. Como disolvente se utilizó 
hexano,  que  es  bastante  transparente  en  la  región  espectral  de  interés  (900‐600  cm‐1).  El 
material de  las ventanas de  la  celda de medida debía  ser un haluro  alcalino  (NaCl), que 
absorbe poco en esa zona. Al ser éste muy higroscópico, se tuvo que habilitar un desecador 
para guardar  la celda cada vez que se  terminaba una serie de medidas. A pesar de  tomar 
estas  precauciones,  se  observó  un  deterioro  de  las  ventanas  de  NaCl  al  finalizar  la 
investigación. En la Figura 31 se muestran los espectros de una muestra de gasolina y de un 
patrón de benceno en hexano. Como puede verse, el benceno tiene una banda bien definida 





Figura 31. Espectros FTIR correspondientes a (1) una muestra de gasolina conteniendo un 2.74 % (v/v) de benceno y 
(2) un patrón del 3.75 % (v/v) de benceno en hexano. 
 
 
Por  tanto,  se  prosiguió  con  la  etapa  del  diseño  y  montaje  de  un  sistema  con 
muticonmutación que permitiera  la determinación de benceno  en gasolina de  forma más 





























La muestra  se  introduce  a  través  de  la  válvula  V1, mientras  que  el  benceno  es 
introducido a través de la válvula V2. La disposición de las tres válvulas en la forma descrita 
en  la  Figura  32 permite  la  realización de  la dilución  en  línea de  la muestra  y  la  adición 
estándar también en línea, mediante la inserción alternada de slugs de muestra y carrier y de 




Figura 32. Montaje experimental empleado para la determinación de benceno mediante espectrometría FTIR con 
multiconmutación. V1, V2 y V3 son las válvulas solenoides de tres vías. La vía abierta al activar cada válvula está 
indicada con un 1 (bit 1), y la vía abierta cuando la válvula está desactivada se indica con un 0 (bit 0). El coil tiene una 




i) el diámetro  interno de  los  tubos del montaje,  ii)  la  longitud del coil,  iii) el caudal,  iv) el 
tiempo de inserción de muestra, de benceno  y de carrier (para realizar el calibrado externo y 
las  adiciones  estándar). En  este  caso  las medidas  se  realizan  en  continuo  y, por  tanto,  el 
estudio de estos parámetros  tiene un  sentido diferente que en el caso del  trabajo  sobre  la 
determinación de AOS en detergentes líquidos en modo stopped‐flow. En el trabajo que ahora 
nos ocupa  se  investigó  cómo es afectado el  registro de  la  señal  (altura de pico a 675 cm‐1 
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corregida  con una  línea base establecida entre 712 y 650  cm‐1)  frente al  tiempo  cuando  se 







mediante  los estudios  correspondientes. Como  se observa en  la Figura 33,  son  suficientes 
12.5 s de inserción de gasolina a través de la válvula V1 para conseguir una señal máxima. 
Este tiempo de inserción se corresponde con un volumen de 666.7 µL de muestra. Por otra 
parte,  se  evaluó  el  efecto del  tiempo de  inserción de  hexano,  con  el  fin de  asegurar una 
correcta separación entre los picos del registro de la señal frente al tiempo. En este caso, se 
observó  que  30.0  s  de  hexano  permitían  una  separación  suficiente  entre  los  picos 




Figura 33. Efecto del tiempo de aspiración de una muestra de gasolina conteniendo un 2.74 % de benceno (v/v) a 
través de la válvula solenoide V1, para un tiempo de aspiración de 30 s de carrier (hexano) entre cada réplica. Se 



















benceno  en  gasolina,  se  analizaron  por  este  método  y  por  el  método  de  referencia 
(Gallignani, 1993) todas las muestras de las que se disponía, tanto por determinación directa 











La  Tabla  7  incluye  las  características  analíticas  más  importantes  de  este  nuevo 
método y el método FIA utilizado como referencia.  
 
El  nuevo método mejora  considerablemente  el  límite  de  detección  respecto  del 
método FIA. Por otra parte, permite el análisis de  casi el doble de muestras en el mismo 
tiempo.  También  reduce  el  consumo  de  muestra  y  hexano.  En  el  trabajo  se  comparan 





















externo Adición estándar 
 





















% intervalo de 
linealidad 
 





Altura 675 cm-1 
Línea base 
712-650 cm-1 





Y= (0.076 ± 
0.001)x – (0.0042 
± 0.0005) 





Y= (0.0410 ± 
0.0006)x – (0.006 ± 
0.002) 
Y= (0.0416 ± 




0.9998 0.9997 0.998 0.9998 
mL gasolinac 50.0 
 
50.0 7.9 11.0 
mL hexanoc 471.4 
 
471.4 117.9 192.5 
mL residuosd 219.0 
 





45 81 81 
 
Tabla 7. Características analíticas del método desarrollado y el método FIA utilizado como referencia.  
a Límite de detección para k= 3. 
b Desviación estándar relativa para un disolución patrón. 
c Consumo de muestra y carrier para 100 análisis. 





La  adaptación del método FIA‐FTIR preexistente, mediante  el diseño y puesta  a 















El  análisis  con  fines  de  control  de  calidad  de  formulaciones  de  productos 





Nos  encontramos  con un  acaricida  –hexythiazox‐  cuya disolución  en  acetonitrilo 
presentaba un espectro en el NIR que sugería su determinación por espectrometría FT‐NIR 
directa.  El  hexythiazox  es  empleado  en  el  tratamiento  de  los  cítricos  y  por  tanto  su 
utilización es común en nuestro país. Este producto suele presentarse como único principio 
activo en las formulaciones que lo contienen (Liñán, 2000), lo que simplifica en gran medida 
su  tratamiento como problema analítico. Por  lo  tanto, resultaba atractiva  la posibilidad de 
desarrollar  un  método  de  análisis  para  el  control  de  calidad  de  formulaciones  que  lo 
incluyeran.  
 

























lugar  se  desarrolló  un  método  FT‐NIR  en  modo  batch  o  discontinuo  seleccionando  los 
parámetros adecuados en cuanto a condiciones experimentales y de medida. Este método se 
validó mediante el método cromatográfico utilizado como referencia. Finalmente, el método 
en modo  batch  fue  adaptado  al modo  continuo  con  una  estrategia de multiconmutación, 
diseñando  un  sistema  de  flujo  y  seleccionando  los  parámetros  experimentales  más 
adecuados. Este método  también  se validó mediante  el método de  referencia. Veremos  a 





esta  región  del  IR.  Por  otra  parte,  se  comprobó  que  el  acetonitrilo  extraía  fácilmente  el 
hexythiazox de los pesticidas en polvo de los que disponíamos. Por tanto se decidió utilizar 




FT‐NIR  en  modo  batch  para  la  determinación  del  hexythiazox  en  formulaciones  de 
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Número de onda (cm-1)
 
Figura 34. Espectros FT-NIR de un extracto en acetonitrilo de una muestra en forma de polvo mojable (A), un patrón 
conteniendo 6.8 mg mL-1 de hexythiazox en acetonitrilo (B),  y (C) un blanco de acetonitrilo. La región espectral oculta 

















Como  puede  observarse,  para  una  masa  de  0.1  g  de  muestra  es  suficiente  1.0  g  de 





















Figura 35. Efecto en la extracción del hexythiazox de la masa de acetonitrilo (AcCN) añadido a 0.1 g de muestra 




Una  vez  llegados  a  este  punto,  el  nuevo  método  FT‐NIR  en  modo  batch 
desarrollado  se  aplicó  al  análisis  de  muestras.  Se  compararon  los  resultados  obtenidos 
mediante  este método  con  los  obtenidos mediante  el método HPLC  de  referencia,  y  se 








El  sistema que  se empleó para  la determinación del hexythiazox por FT‐NIR con 




Con  este  sistema  se  intentaba  conseguir  la dilución  en  línea de  la muestra  para 
determinar  su  contenido  en  hexythiazox  mediante  interpolación  entre  dos  puntos,  uno 
correspondiente a un patrón de concentración mayor que el valor esperado para la muestra 
y otro punto por debajo de este valor; como variable dependiente podría utilizarse la altura 






Figura 36. Montaje empleado para la determinación del hexythiazox por FT-NIR con multiconmutación. La bomba 
peristáltica aspira las disoluciones a través de la celda de flujo. Todas las líneas son de PTFE y de 0.8 mm de 
diámetro interno. La vía abierta al activar cada válvula está indicada con un 1 (bit 1), y la vía abierta cuando la válvula 
















se  investigó  la  adición  estándar  en  el  método  FT‐NIR  en  modo  batch  y  se  llegó  a  la 
conclusión de que no era necesaria, se pensó que  la adición estándar podría ser útil en el 
caso  del  método  en  continuo,  al  minimizar  los  posibles  efectos  de  los  cambios  de 




de  la  multiconmutación  y  medidas  en  continuo,  que  fueron:  i)  el  número  de  scans 





En  el  caso  del  número  de  scans  y  caudal  se  decidió  fijar  ambos  parámetros 
conjuntamente,  puesto  que  son  interdependientes.  Si  el  caudal  aumenta,  entonces  es 
necesario  un mayor  número  de  puntos  en  el  registro  de  la  señal  frente  al  tiempo  para 






Por otra parte,  se  encontró que  era necesario un  coil de  100  cm para  asegurar  el 
mezclado completo de los slugs de muestra, patrón y carrier insertados. El número de ciclos 
de  inserción de muestra  (tiempo de  inserción 0.5 s) y de carrier  (tiempo de  inserción 0.5 s) 
que  garantizaba  una  señal  máxima    se  seleccionó  mediante  el  estudio  correspondiente, 
encontrándose el valor de 30 ciclos como el más adecuado. En cuanto al tiempo de inserción 














Figura 37. Registro de la señal frente al tiempo correspondiente a una adición estándar realizada mediante el método 
FT-NIR con multiconmutación desarrollado. La recta de calibrado es y (altura de pico)=  0.01782 +0.00358 C, con R2= 
0.998, siendo C la concentración añadida de hexythiazox en mg mL-1. 
 
 
La  Tabla  8  resume  las  características  analíticas  más  importantes  del  método 
desarrollado. Como era previsible, es especialmente destacable  la mejora conseguida en  la 
eficiencia del  análisis,  pasando de  7 determinaciones  por  hora  en  el  caso del método de 
referencia a 30 determinaciones en el caso del método FT‐NIR en modo batch y 52 en el caso 
del método FT‐NIR  con multiconmutación. El volumen de  residuos generado  también  se 
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% (v/v) LODa 
 
0.2 mg mL-1 
 
0.1 mg mL-1 
 



























Tabla 8. Resumen de las principales características analiticas del método desarrollado y el método de referencia. 
a Límite de detección para k=3. 
b Desviación estándar relativa de una disolución patrón para n= 3. 









desarrollo  del  método  en  modo  batch  y  su  posterior  adaptación  al  modo  continuo.  La 















continuación  la  elución  y  determinación  en  línea  por  espectrometría  FTIR.  El  segundo 
trabajo hace uso de la extracción presurizada con disolvente (PSE) para lograr la extracción 
rápida y sencilla de  la grasa de  la  leche en polvo, y posteriormente su determinación por 
espectrometría FTIR. 
 






pesticidas en  formulaciones  fitosanitarias, con  fines de control de calidad  (Armenta, 2004). 
Sin  embargo,  los  problemas  asociados  a  esta  técnica  vibracional,  como  son  la  baja 
sensibilidad  y  el  reducido  número  de  disolventes  disponibles,  se  ha  traducido  en  una 
ausencia evidente de métodos FTIR para el análisis de pesticidas a nivel de traza.  Se ha de 
tener en  cuenta que  la mayoría de  los pesticidas  controlados en aguas están presentes en 
niveles de mg L‐1 ó µg L‐1 y por tanto exigen la utilización de técnicas muy sensibles. Por otra 
parte, es necesaria una  separación previa de  los analitos para  incrementar  la  selectividad; 
además  esta  etapa  puede  aprovecharse  para  preconcentrar  el  analito  aumentando  así  la 
sensibilidad del análisis. Así pues, la adaptación de la espectrometría FTIR al análisis en este 
contexto debe realizarse a través de: i) la mejora de la sensibilidad y ii) la puesta a punto de 
procedimientos  de  preconcentración  sencillos  y  cómodos  que  impliquen  el  empleo  de 
disolventes adecuados. 





acoplada  a  la  espectrometría  FTIR  permite  ampliar  las  posibilidades  de  esta  técnica  de 
análisis, especialmente en lo que se refiere a la mejora de  la sensibilidad. Por otra parte, la 
espectrometría  FTIR  empleando  el  modo  de  medida  en  continuo  presenta  ventajas  en 





El  methidathion  es  un  insecticida  organofosforado  no  sistémico  ampliamente 
utilizado en el tratamiento de frutales pero que resulta altamente tóxico para los organismos 
acuáticos (Extoxnet, htm). Por su parte, el tricylazole es un fungicida sistémico utilizado en 
el  cultivo  del  arroz  (Kawai,  1989). Ambos  pesticidas  son muy  utilizados  hoy  en  día  en 




La  mayoría  de  los  métodos  desarrollados  recientemente  para  el  análisis  de 
pesticidas en aguas están orientados hacia el análisis multicomponente, sobre todo  los que 
utilizan técnicas cromatográficas acopladas a la espectrometría de masas (Petrovic, 2003). De 


















continuo.  Ensayos  previos  habían mostrado  que  el methidathion  en  solución  acuosa  era 
fuertemente retenido por una fase sólida del tipo C18, mientras que el tricyclazole lo era por 
la  fase C8. Además,  ambos  analitos podían  eluirse  fácilmente  empleando  cloroformo. En 




En  una  primera  etapa  se  seleccionaron  los  parámetros  correspondientes  a  las 
medidas en batch (criterios de medida, resolución, número de scans), para pasar después al 
estudio de  los parámetros  referentes a  la extracción en  fase  sólida en  línea. Finalmente  se 





ambos  pesticidas.  Como  puede  verse  en  la  Figura  38,  el methidathion  en  disolución  de 
cloroformo presenta una banda de absorción intensa debido al grupo carbonilo (1696 cm‐1), 
entre  otras.  Sin  embargo,  la  presencia  de  agua  interfiere  en  la  zona  cerca  de  1600  cm‐1, 
desaconsejando  su  uso  para  la  determinación  del  analito.  La  banda  a  1022  cm‐1 
correspondiente  al  grupo  éter  resultó  ser  la  más  adecuada  para  la  determinación  del 
methidathion. Se evaluaron diversos criterios de medida, seleccionando  finalmente el área 
de pico entre 1038 y 996 cm‐1 corregida con una línea base establecida entre 1105 y 884 cm‐1. 
Por  otra  parte,  el  tricyclazole  (Figura  39)  presenta  sólo  una  banda  susceptible  de  ser 
utilizada para su cuantificación, a 1495.1 cm‐1. El estudio de diferentes criterios de medida 
condujo a  seleccionar el área de pico entre 1511 y 1482  cm‐1  corregida con una  línea base 
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Figura 38. Espectros FTIR de A) un patrón de 0.63 mg g-1 de methidathion en cloroformo, B) eluato obtenido tras la 
preconcentración en un cartucho de C18 de100 mL de una muestra acuosa conteniendo 7.95 mg L-1 de methidathion 
eluído con 2 mL de cloroformo y C) blanco de cloroformo. Condiciones de medida: 50 scans acumulados y 8 cm-1de 






para  el  tricyclazole),  efecto  de  la  fuerza  iónica,  masa  de  analito  retenida  y  caudal  de 
muestreo,  empleando  para  ello  disoluciones  acuosas  conteniendo  los  pesticidas 
considerados.  
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Figura 39. Espectros FTIR de A) un patrón de 0.65 mg g-1 de tricyclazole en cloroformo, B) eluato obtenido de la 
preconcentración en un cartucho de C8 de100 mL de una muestra de agua conteniendo 6.09 mg L-1 de tricyclazole 




El  procedimiento  de  retención  en  línea,  para  ambos  analitos,  consiste  en  hacer 
pasar  con  un  caudal  determinado  un  volumen  de  la  muestra  a  través  de  un  cartucho 
cargado  con  la  fase  sólida  correspondiente. Para  ello  se utiliza una bomba peristáltica de 
modo que la carga de la muestra acuosa se realiza con caudal constante. La elución en batch 






mg  de  tricyclazole  por  cada  200 mg  de C8.  Para  ambos  analitos  se  fijó  un  volumen  de 
muestra para preconcentrar igual a 100 mL. En cuanto al caudal de muestreo, se seleccionó 
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En  la  Figura  40  se  presenta  el montaje  experimental  utilizado  para  la  elución  y 
medida  en  línea  de  los  pesticidas.  Consta  de  una  bomba  peristáltica  que  impulsa  el 
disolvente  y de dos válvulas direccionales de  tres vías  que posibilitan que  el  cloroformo 
circule directamente  hacia  la  celda de medida  o  que  atraviese  el  cartucho  en  el  que  está 








En  estas  condiciones  se  registran  de  manera  continua  los  espectros  FTIR, 
procesándolos  con  el  criterio  de  medida  de  cada  analito  que  previamente  se  había 
establecido en los procedimientos en batch.  
 
Como  se ha  señalado, el cartucho  se  llena desde  la parte  inferior para que así  se 
desplace el aire presente en  los  intersticios de  la  fase sólida, minimizando  la presencia de 
burbujas  en  el  eluato  durante  la  etapa  de  medida  en  función  del  tiempo.  Para  ambos 
pesticidas se seleccionó un caudal de llenado de 0.43 mL min‐1 como el más adecuado, y las 
medidas  en  continuo  se  realizaron  acumulando  10  scans por  espectro,  como  compromiso 
entre una buena relación señal‐ruido y una adecuada resolución temporal. 
 









min‐1 para  la elución del  tricyclazole. Estas diferencias  se producen probablemente por  la 
diferente masa  de  fase  sólida  utilizada  en  cada  caso  (100 mg  de  C18  y  200 mg  de  C8, 





detección  conseguido  fue  de  0.3 mg  L‐1,  superior  a  los  límites máximos  tolerados  por  la 
legislación española (Real Decreto, 1986), mientras que para el tricyclazole fue de 0.1 mg L‐1. 
Tanto para el methidathion como para el tricyclazole se utilizó como variable dependiente 
del  calibrado  el  área  de  pico  de  elución  correspondiente  al  registro de  la  señal  frente  al 
tiempo. Una muestra conteniendo 7.67 mg L‐1 de methidathion,  dio como resultado 7.5 ± 0.7 
mg L‐1, y otra muestra conteniendo 7.70 mg L‐1,  dio un contenido de 8.0 ± 0.7 mg L‐1. Así se 
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ello,  no  podrían  ser  analizadas  de  forma  directa  por  espectrometría  FTIR  (por  ejemplo, 
mediante medida de reflectancia total atenuada). 
 
Puesto  que  el  principal  objetivo  de  este  trabajo  era  la  evaluación  de  las 
posibilidades  del  acoplamiento  SPE‐espectrometría  FTIR  para  el  análisis  de  pesticidas  a 
nivel de traza y los problemas asociados a su aplicación y adaptación al análisis en línea, se 
compararon las características analíticas de los métodos en batch y en línea desarrollados en 
el  trabajo. En  la Tabla 9 se resumen estas características. Y, aunque  los procedimientos en 
línea permiten reducir la manipulación de las muestras, evitan la contaminación cruzada y 





Por  otra  parte,  la  utilización  de  la  espectrometría  FTIR  acoplada  a  la  SPE  no 
representa  en  este  campo  de  aplicación  ninguna  alternativa  a  los  métodos  clásicos 










y  se  han  analizado muestras  sintéticas. Aunque  los  resultados  han  sido  satisfactorios  en 
términos de  exactitud y precisión,  la  elución y medida  en  línea  resulta  incómoda y poco 
práctica  frente  a  la  elución  y  medida  en  modo  batch.  Por  otra  parte,  las  limitaciones 






Método FT-IR batch  Método FT-IR en línea 
Parámetro 
Methidathion Tricyclazole Methidathion Tricyclazole 
Calibrado 
Y= (0.024 ± 0.007) 
+ (3.592 ± 0.013)CM 
(mg g-1) 
Y= (0.062 ± 0.012) 
+ (2.34 ± 0.03)CT 
(mg g-1) 
Y= (0.18 ± 0.07) + 
(0.393 ± 0.010)CM 
(mg L-1) 
Y= (0.09 ± 0.04) + 
(4.88 ± 0.08)CT 
(mg L-1) 
R2 0.9997 0.997 0.992 0.997 
aRSD % 0.04 0.15 2.8 3.3 




12 12 6 5 
cResiduos 
mL 
200 200 700 700 
 
Tabla 9. Características analíticas para los métodos FTIR en batch y en línea desarrollados en este trabajo. 
a Desviación estándar relativa para n=3. 
b Límite de detección para k=10, en mg L-1. 









con  las  enfermedades  coronarias. Por  otra parte,  la posibilidad de  la  adulteración de  los 
alimentos con grasas de naturaleza diferente a la esperada requiere métodos de análisis para 
su prevención y control. Los métodos tradicionales para la determinación de grasa en leche 






Los métodos  clásicos gravimétricos  como  el de Röse‐Gottlieb o el Mojonnier  son 
complicados  y  requieren mucho  tiempo,  con un  consumo de  reactivos  importante  y una 
generación de  residuos elevada, ya que  requieren una hidrólisis para  separar  la grasa del 
resto  de  componentes  y  de  posteriores  extracciones  sucesivas  con  disolventes  orgánicos. 
Modificaciones de  los métodos gravimétricos  son  los que  incluyen  extracción  con  fluidos 
supercríticos  (LaCroix,  2003),  extracción  asistida  con  microondas  (Ruiz‐Jiménez,  2004)  y 
extracción acelerada o presurizada  con disolvente  (Dionex, 2000; Richardson,  2001). Estos 
últimos métodos eliminan la etapa previa de hidrólisis y acortan el tiempo de análisis. 
 
La  espectrometría FTIR  se ha aplicado a  la determinación de grasas y aceites  en 
diversas matrices (Daghbouche, 1997b). Esta técnica instrumental ofrece ventajas respecto a 
la gravimetría puesto que reduce extraordinariamente el tiempo de análisis y lo simplifica. 
Por otra parte,  la extracción presurizada  con disolvente  (PSE, ASE)  representa una buena 
alternativa a  las técnicas clásicas de extracción, como  la de Soxhlet, que requieren tiempos 
de  extracción de  varias  horas. En  el  caso de  los métodos PSE,  los  tiempos de  extracción 
típicos son del orden de 15 min. Las ventajas en estas aplicaciones son evidentes, por tanto, 
en  términos de velocidad de análisis. Métodos ASE o PSE  se han aplicado  con  éxito a  la 
determinación de  lípidos  en  carne  (Toschi, 2003), oxiesteroles  en  alimentos derivados del 




espectrometría  FTIR  para  la  determinación  de  grasa  en  leches  en  polvo,  con  el  fin  de 
aumentar  la  velocidad  de  análisis  y  reducir  los  residuos  generados,  en  relación  con  los 
















En  primer  lugar  se  estudian  los  parámetros  relativos  al  procedimiento    de  la 
extracción, esto es, la masa de muestra, tipo de disolvente, el número de ciclos de extracción 












correspondiente  al  carbonilo  del  enlace  éster.  Por  otra  parte,  el  disolvente  absorbe 
fuertemente en  la región de  las tensiones alifáticas (2850‐3025 cm‐1) y por tanto esta región 
queda excluida para su empleo en  la determinación de grasa. Se aprecia una  interferencia 
importante en  la  región alrededor de 1640  cm‐1,  correspondiente a  la absorción del grupo 












Figura 41. Espectros FTIR de extractos obtenidos mediante PSE correspondientes a: A) blanco de disolvente (mezcla 
de hexano, diclorometano y metanol en proporción 3:2:1, B) 2.00 g de una muestra de leche desnatada en polvo con  
< 1 % (m/m) de materia grasa y C) 1.75 g de una muestra de leche entera en polvo con un 26.48 % (m/m) de materia 
grasa. Las condiciones de medida son 50 scans acumulados, resolución nominal de 8 cm-1. 
 
 
A  continuación  se  aplicó  el método desarrollado  a diferentes  tipos de  alimentos 
sólidos,  como  leches  en  polvo  enteras  y  desnatadas,  leches  infantiles  en  polvo,  salmón 
liofilizado, avellanas, nueces, piel de pollo y tocino de cerdo. El objetivo del  estudio de este 
conjunto  amplio  de  muestras  era  la  clasificación  rápida  de  las  grasas  a  través  de  la 
comparación  de  los  espectros  FTIR  correspondientes.  En  este  sentido  se  observaron 
diferencias  notables  entre  las  grasas de diferente  origen  (animal  o  vegetal). Las  regiones 
espectrales utilizadas  en  la  comparación  son  aquellas  que presentan más  información,  es 
decir, entre 1797.6 y 1511.6 cm‐1, entre 1399.3 y 1282.9 cm‐1, entre 1227.1 y 1072 cm‐1 y entre 
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 La  clasificación  realizada  con  la biblioteca de espectros mostró que  los espectros 
con  menor  similitud  con  los  de  las  leches  enteras  eran  los  de  las  leches  desnatadas, 
posiblemente debido a la menor cantidad de grasa y a la interferencia espectral que supone 




discriminar  del  resto  de  grasas  estudiadas.  El  extracto  de  salmón  tampoco  presentó 
similitudes mayores del 99 % con ningún otro espectro. Por el contrario, los espectros FTIR 
del extracto de la avellana y de la nuez presentan grandes similitudes entre ellos y el de la 
avellana  todavía  presenta  correspondencias  superiores  al  99  %  con  ocho  espectros  de 
extractos de diferente origen. Así pues, queda constatado el hecho de que la discriminación 
de  las  grasas  es  posible  sin  recurrir  a  métodos  quimiométricos  complejos,  en  primera 
aproximación, aunque  se observan problemas de  identificación entre extractos que  tienen 
características espectrales muy similares. 
 
Se  analizó un  conjunto de muestras de  leche  en polvo por  el método propuesto 
basado en la extracción presurizada con disolvente y medida FTIR. El calibrado se construyó 
a partir del  extracto graso obtenido de muestras de  leche. Las mismas muestras  también 
fueron analizadas por un método de referencia gravimétrico basado en la extracción sólido‐
líquido convencional. Finalmente también se consideró la determinación gravimétrica de la 





















1 27.48 ± 0.06 27.48 ± 0.03 27.27 0.78 0.00 
2 26.49 ± 0.09 26.08 ± 0.11 25.81 2.64 1.59 
3 26.69 ± 0.05 26.40 ± 0.04 26.11 2.19 1.10 
4 0.36 ± 0.03 0.86 ± 0.02 0.36 -0.19 -58.58 
5 0.000 ± 0.019 0.77 ± 0.03 0.22 -100.23 -100.10 
6 0.411 ± 0.003 0.613 ± 0.009 0.56 -26.07 -32.96 
 
Tabla 10. Resultados obtenidos para la determinación de materia grasa en leches en polvo enteras (1-3) y en 




El  método  desarrollado  tiene  un  límite  de  detección  del  0.004  %  (m/m).  Las 
principales ventajas que presenta son el incremento considerable de la frecuencia de análisis 
(12  h‐1  frente  a  4  h‐1)  al  eliminar  las  extracciones  sucesivas  y  las  lentas  extracción  y 




Empleando  el  calibrado  obtenido  a  partir  de  la  grasa  de  la  leche  se  procedió  a 
determinar el contenido de grasa en los alimentos estudiados en la clasificación espectral ya 
comentada, además de en distintos tipos de quesos. Los resultados no fueron satisfactorios 








de  la grasa de  cada alimento, así como el estado en el que  se encuentran, que  supone en 
ocasiones la necesidad de tratamientos específicos que permiten liberar la grasa de la matriz 
y  su  posterior  extracción  con  el  disolvente  adecuado.  Finalmente  se  trató  de  evaluar  la 
capacidad del acoplamiento PSE‐FTIR para resolver un problema, el de la correlación entre 
porcentaje de cacao y contenido en materia grasa de  los chocolates. Para ello se desarrolló 
un  procediminto  específico  para  el  análisis  de  chocolates,  basado  en  métodos  PSE 
gravimétricos preexistentes,  adaptándolos  a  la  cuantificación por  espectrometría  FTIR.  Se 
analizaron  10  muestras  diferentes  encontrando  una  relación  lineal  entre  las  variables 
contenido de cacao y contenido de grasa. El calibrado utilizado para la determinación FTIR 
fue preparado a partir de extractos de chocolate de 99 % de contenido en cacao. Sin embargo 
también se encontraron diferencias  importantes entre  los resultados obtenidos mediante  la 







resultados  obtenidos  para  leches  enteras  son  adecuados  en  términos  de  exactitud  y 
precisión,  no  siendo  así  para  las  leches  desnatadas.  Los  errores  encontrados  en  éstas  se 
deben  probablemente  al  tipo  de  calibración  utilizado.  El  método  resulta  claramente 
ventajoso  frente al método de  referencia  si se aplica a  leche en polvo entera, al  reducir el 
volumen de residuos generados y aumentando considerablemente la frecuencia de análisis. 
Por  otra parte,  se han  estudiado  las  similitudes  y diferencias  entre  extractos de  grasa de 
diverso origen con el fin de disponer de una estrategia rápida para la discriminación de las 
grasas. Cuando el método propuesto para el análisis de leche se ha aplicado a otros tipos de 
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la  determinación  de  principios  activos  en  especialidades  farmacéuticas. Disponíamos  de 
especialidades en presentación de pastillas con succinato de doxilamina en su composición, 
sustancia  antihistamínica  y  sedante  utilizada  en  productos  de  amplio  consumo  entre  la 





Por  otro  lado,  la  disminución  o  eliminación  de  los  disolventes  clorados  en  el 




entre otros  rasgos ventajosos. En  los últimos años se han  introducido métodos de análisis 
FTIR  en  flujo  para  la  determinación  de  principios  activos  de  compuestos  farmacéuticos, 
como  es  el  caso  del  octil  succinato  (Morgan,  1985),  ibuprofeno  (Garrigues,  1993b), 
dimenhidrinato  (Bouhsain,  1995),  ketoprofeno  (Sánchez‐Dasí,  1998),  paracetamol  (Ramos, 
1995; Bouhsain, 1996; Ramos, 1998) y cafeína y ácido acetilsalicílico  (Garrigues, 1993a). La 
experiencia previa de extracción en línea (Bouhsain, 1999) nos sugirió la puesta a punto de 
un  método  de  extracción  y  análisis  en  línea  que  utilizara  una  cantidad  mínima  de 
cloroformo con el fin de aplicarlo al análisis de fármacos. De esta manera se superarían los 
inconvenientes  ‐complejidad  técnica,  lentitud,  difícil  automatización‐  de  los  métodos 
preexistentes para  la determinación del  succinato de doxilamina, a  saber, cromatográficos 






Como  se  verá,  el  procedimiento  desarrollado  no  sólo  permite  el  tratamiento  en 
línea de la muestra, sino que también ofrece la posibilidad de llevar a cabo una adición en 
línea  de  un  estándar.  Se  propone  también  la  co‐adición de  espectros  en  el  tiempo  como 
estrategia para la obtención de señales estables sin necesidad de esperar a que se alcance el 













Los  ensayos preliminares mostraron  que  el  succinato de doxilamina   presentaba 
unas  bandas  características,  fácilmente  identificables  en  los  espectros  de  extractos  en 
cloroformo de la especialidad farmacéutica. En la Figura 42 se muestran los espectros de un 
extracto de muestra y de un patrón de succinato de doxilamina. Como puede verse, aparece 
una  banda  intensa  hacia  1720  cm‐1,  correspondiente  al  pico  del  grupo  carboxilo  de  la 
molécula  de  succinato,  mientras  que  hacia  1600‐1400  cm‐1  aparecen  las  bandas  de 
deformación de  los  enlaces de  la doxilamina y del  succinato. Con  el  fin de  seleccionar  el 
criterio  de medida más  adecuado  para  la  determinación  del  succinato  de  doxilamina  se 
realizó el estudio correspondiente, encontrando como mejores condiciones de las ensayadas 
el  valor  de  la  suma  de  área  entre  1710  y  1730  cm‐1  más  el  área  entre  1462  y  1485  cm‐1, 
corregidas con una línea base establecida entre 1800 y 2000 cm‐1. 
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Figura 42. Espectros FTIR de: A) un patrón de succinato de doxilamina de 4.24 mg mL-1 preparado en una mezcla al 
13 % (v/v) de etanol en cloroformo, B) un extracto de una muestra en la misma mezcla, correspondiente a 4.51 mg 
mL-1 de succinato de doxilamina y C) blanco del disolvente. Las condiciones de medida son 10 scans acumulados, 8 
cm-1 de resolución nominal. 
 
 
A  continuación  se  estudiaron  las  condiciones  de  extracción  (en  modo  batch),  a 
saber,  la  composición  del  disolvente,  el  tiempo  y  el  tipo  de  agitación  (mecánica  o  por 






En  este  punto  se  decidió  evaluar  el  efecto  de  la  polaridad  del  disolvente  en  el 
rendimiento  de  la  extracción.  Para  ello  se  ensayaron  diferentes  mezclas  de  etanol  en 
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Por  otra  parte,  el  estudio  del  efecto  de  la  agitación  sobre  el  rendimiento  de  la 





Para  establecer  condiciones de medida más  adecuadas  se  estudió  el  efecto de  la 
resolución nominal y del número de scans acumulados por cada espectro. Ambos estudios 





Finalmente  se aplicó  el método FTIR  en modo  batch  al  análisis de muestras y  se 
compararon  los  resultados  obtenidos  con  los  del método  de  referencia. Ambos métodos 
resultaron  ser  comparables.  Por  otro  lado,  los  estudios  de  recuperación  realizados 
demostraron la exactitud del método FTIR, al encontrarse recuperaciones alrededor del 100 











etanol en  cloroformo al 13 %  (v/v). A  continuación  se  inserta el disolvente en el  cartucho 
conectando  la válvula direccional de 3 vías y dejándola  cerrada, mientras  la válvula de 6 
vías se coloca en posición de carga del cartucho, registrando el background del disolvente en 




(equivalente  a  la de  carga del  bucle de disolvente)  y  se  registran  los  espectros  en modo 
continuo en función del tiempo en el intervalo de 4000 a 600 cm‐1 obteniendo el registro de la 


















Extracción de la muestra
Etapa de llenado del bucle 
Etapa de limpieza del sistema 
 
Figura 43.  Esquema del montaje para la extracción y determinación en línea de succinato de doxilamina.  
 
 
En este  sistema, el disolvente  recircula a  través de  la  celda de  flujo y  la muestra 
mientras se lleva a cabo la extracción. Por tanto es posible verificar la consecución completa 
de  la extracción en continuo. El calibrado externo se puede preparar mediante  inyecciones 































estacionario  en  pocos  minutos  gracias  a  la  homogeneización  que  sufre  la  disolución 
mientras circula por el sistema.  
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En  este  punto  se  decidió  aplicar  la  estrategia  de  co‐adición  de  espectros  para 
reducir  todavía más  el  tiempo de  análisis. A partir del  registro  en  función del  tiempo  es 





Figura 44. Registro de la señal frente al tiempo para la extracción en continuo de una muestra donde se indica el 
periodo de recirculación y se describe el proceso de co-adición de espectros FTIR. 
 
 
La  co‐adición de espectros  resulta evidente  cuando  tenemos una  señal constante, 
como  sería el caso de encontrarse en el estado estacionario;  sin embargo  cuando  tenemos 
una señal variable, como es el caso del proceso de extracción/homogeneización en línea que 
se propone en este trabajo, al promediar un mayor o menor número de espectros FTIR del 
registro  se  pueden  obtener  espectros  promedio  totalmente  diferentes  en  cuanto  a 
intensidades de  las bandas de absorción. Con  el  fin de  seleccionar  las  condiciones de  co‐
adición que permitían llevar a cabo el análisis con mayor rapidez y exactitud, se procedió a 
la realización de  los estudios del tiempo  inicial e  intervalo de co‐adición correspondientes. 
Estos  resultados  se muestran  en  la  Figura  45.  Se  encontró  que  fijando  un  tiempo  de  co‐
adición igual a 9 veces el espaciado de datos del registro continuo de los espectros FTIR, se 
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Figura 45. Valor absoluto de la diferencia relativa obtenida al comparar el área medida bajo diferentes condiciones de 
co-adición con la correspondiente al estado estacionario en función del inicio de la co-adición. Como origen de 
tiempos se ha considerado el inicio de la extracción. x4, x7, x9, x11 y x14 corresponden a cada intervalo de co-adición 
equivalente al número de veces del espaciado de los datos experimentales del registro continuo, que son 
respectivamente el 44, 78, 100, 122 y 156 % del periodo de recirculación del disolvente en el circuito de extracción. 
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patrón  en  la  disolución mientras  ésta  recircula  a  través  del  sistema.  En  la  Figura  46  se 
muestra un ejemplo de adición estándar en línea. 
 
Método Succinato de doxilamina (mg/tableta) 
FTIR batch 24.8 ± 0.5 
FTIR en línea calibrado externo 23.6 ± 0.4 
FTIR en línea adición estándar 25.19 ± 0.05 
UV-vis de referencia 25.2 ± 0.7 
 
Tabla 11. Resultados medios obtenidos con los métodos FTIR en batch y en línea desarrollados y por el método 
espectrofotométrico utilizado como referencia. 
 
 
Por  tanto,  se  consideró  recomendable  el  uso  de  la  adición  estándar  para  la 
determinación  del  succinato  de  doxilamina mediante  el método  FTIR  con  extracción  en 
línea, no siendo necesaria en el caso del método FTIR en modo batch. El nuevo método FTIR 
con extracción en línea desarrollado en este trabajo permite el análisis de 10 muestras en una 


















Figura 46. Registro de la señal frente al tiempo (área entre 1700 y 1730 cm-1 corregida con una línea base establecida 
entre 2000 y 1800 cm-1) obtenida para la determinación de succinato de doxilamina mediante adición estándar. 
 






modo  batch para  la determinación del  fármaco  succinato de doxilamina en especialidades 


























































































































































































































































































































































































































































































































for  the determination of  tricyclazole, both  in water samples, by FTIR spectrometry after on‐line solid 
phase  preconcentration.  The  experimental  parameters  for  the  preconcentration,  elution  and  on‐line 
determination of  each  analyte were  evaluated by  the  corresponding  studies.  In  the preconcentration 
step, 100 mL of spiked water were passed through a cartridge containing the corresponding mass of the 
C18 or C8 solid phase. For the elution and FTIR determination of methidathion or tricyclazole 2 mL of 
chloroform  are  enough  to  obtain  a  quantitative  recovery  of  the pesticide. The  elution  step  could  be 
monitored  on‐line  with  FTIR  spectrometry.  The  transient  signal  recordings  for  samples  were 
interpolated  in a calibration  line prepared  in  the same conditions. The  two methods were applied  for 







































On  the  other  hand,  the  FTIR  spectrometry  is  often  coupled  with  on‐line  systems  in  which  the 
continuous measurement  leads  to  important advantages  in  terms of  improvement of  throughput and 




Methidathion  is  a  non‐systemic  organophosphorous  insecticide  and  acaricide which  inhibes  certain 
enzymes  in  the  insects and mites by  contact or  stomach action. Methidathion  is widely used  for  the 
treatment  of  some  fruits  and  it  is  highly  toxic  to  aquatic  organisms  [9].  It  is  available  in  different 
presentations as a wettable powder, ultra‐low volume liquid and emulsifiable concentrate. Tricyclazole 










Most  of  the  methods  developed  recently  for  the  determination  of  pesticides  in  water  have  been 
orientated  to  the multicomponent  analysis, due  to  the  fast  evolution  of  chromatographic  techniques 
coupled with Mass Spectrometry (MS) [12]. 
 
There  are  no  precedents  on  the  determination  of methidathion  or  tricyclazole  residues  in water  by 




In  this  sense,  the  aim  of  this work  has  been  the  development,  step  by  step,  of  two  different  FTIR 
methods, one of  them  for  the determination of methidathion  and  the other  for  the determination of 
tricyclazole  in  water  samples  at  the  mg  L‐1  level,  studying  in  depth  the  parameters  affecting  the 
preconcentration step, both comparing the in‐batch elution and determination with the on‐line elution 












Processing of FTIR spectra was carried out with  the Omnic 6.1a software  from Nicolet  (Madison, WI, 
USA). 
 














phase  were  used  for  the  preconcentration  of  methidathion,  and  C8  SPE  BondElut©  cartridges 
containing 200 mg of solid phase were used for the preconcentration of tricyclazole. 
 
Chloroform HPLC grade and methanol Multisolvent©  from Scharlau  (Barcelona, Spain) were used  in 






Spiked  water  samples  were  prepared  dissolving  directly  the  mass  of  solid  methidathion  technical 








solid phase. Two mL of methanol were passed  through  the  column  followed by 15 mL of nanopure 
water, before to be used for sample preconcentration. 
 













The  columns,  previously  conditioned, were  connected  for  laboratory  experiments,  as  it  is  shown  in 
figure 1A. For the retention of methidathion 100 mL of samples or standards were passed through the 
cartridges with a flow rate of 10 mL min‐1. Then, the cartridges were dried with a N2 stream during 90 

















For  methidathion  measurement  it  was  selected  the  peak  area  values  between  1038  and  996  cm‐1 
corrected with a two points baseline established between 1105 and 884 cm‐1. Methidathion concentration 
was  obtained  by  interpolating  peak  area  values  of  samples  in  a  calibration  line  established  from 
standard  solutions  in  chloroform  for  0.032  to  1.129  mg  g‐1,  measured  in  the  same  experimental 
conditions than samples. 







by  interpolating peak area values of samples  in an external calibration  line established  from standard 







Each  cartridge  loaded with methidathion  or  tricyclazole was placed  in  the manifold  as  indicated  in 
figure 1B. The 2 mL  loop was  filled with chloroform,  taking care  that no bubbles were present  in  the 
flow system. Then valves V1 and V2 were  turned  in  the corresponding way and  the pump  flow was 
inverted. The chloroform contained in the loop was introduced in the cartridge by the bottom aperture, 





In  the  case  of  the  determination  of  methidathion,  the  concentration  in  the  sample  was  calculated 
interpolating  the peak area of  the  transient signals eluted  (obtained  in  the  same wavenumber  ranges 
than  in  the  batch mode)  in  a  calibration  line  ranged  from  3.84  to  11.51 mg L‐1 obtained  from water 
methidathion  standards  preconcentrated  in  C18  cartridges  and  eluted  in  the  same  conditions  than 
samples. 
 




























better  sensitivity  than peak height values. However,  the  carbonyl  and  the  1589  cm‐1 bands were not 










tricyclazole,  both  prepared  in  chloroform,  and  the  chloroform  blank.  As  can  be  seen,  the  main 
absorption bands of  tricyclazole  in  the mid‐infrared  fingerprint  region were  the band at 1495.1  cm‐1, 
corresponding to the C‐H absorption [14], and other fainter at 1315.3 cm‐1. The absorption bands present 
at 1600 cm‐1 and at higher wavenumbers are due  to  the presence of water  in  the dried column which 
elutes  together  with  the  analyte.  The  region  around  1200  cm‐1  is  darkened  because  of  the  strong 
absorption of chloroform. The band at 1495.1 cm‐1 was present in both standard and eluate spectra, and 
it was susceptible to be used for tricyclazole determination. 




Two measurement modes, peak  area  and peak height,  both  corrected with different  baselines, were 
tested  in  order  to  find  the most  adequate  conditions  for  tricyclazole  determination.  The  peak  area 







standards prepared  in  chloroform. The  results  indicated  that  the  accumulation of  a great number of 
scans increases the measurement precision. However, the acquisition time increases with the number of 
scans  and  thus,  it  was  necessary  to  select  a  compromise  value  between  measurement  time  and 
precision.  So,  it was  selected  50  accumulated  scans  for  carrying out  the  subsequent  studies  for both 
experimental procedures. 
 
About  the effect of  the nominal  resolution  in  the peak area,  it was  found a strong decrease  in  the  IR 
signals  for  both methidathion  and  tricyclazole  on  increasing  the  nominal  resolution,  and  so,  it was 















volume  of  chloroform  (2 mL)  for  elution. The  increase  in  the C18 mass produced  a decrease  in  the 
recovery of methidathion. However it was confirmed that this behaviour affects the elution process and 






in  the  case  of  using  500  mg  C18.  So,  it  was  selected  100  mg  of  C18  for  ensuring  the  elution  of 
methidathion with only 2 mL of chloroform. 
 
On  the  other  hand, preliminary  studies  evidenced  a  strong  retention  of  tricyclazole  by  the C8  solid 
phase at the mg L‐1 level from water samples. So, it was decided to use C8 as the unique solid phase in 
the  subsequent  essays  for  the  determination  of  tricyclazole.  The  recovery  of  tricyclazole  reaches  a 







The  effect of  the  ionic  strength  in  the  retention  of methidathion on C18  columns was  studied using 
samples with 0.00‐6.05 %  (w/w) of added NaCl and other samples with 0.00‐6.04 %  (w/w) of NaNO3. 
Results evidenced that the saline concentration did not affect the retention of methidathion in the C18 
column  in all cases. So,  the addition of salt  to samples seems unnecessary  for achieving  the complete 
retention of methidathion from samples at mg L‐1 level. 
   










of  pesticide  loaded  in  the  cartridge which must  be  equal  or  lower  than  2.94 mg  to  guarantee  the 
quantitative retention of the pesticide in 100 mg of solid phase. So, it can be established a mass of 2.94 
mg of methidathion per 100 mg of C18 as the saturation value. On the other hand  it was confirmed a 


















preconcentrated  requires  the  diffusion  of  the  sample  into  the  solid  phase.  So,  the  extraction  of 
methidathion  could  be  affected  by  the  flow  rate  in  the  experimental  conditions we  used. Different 
sampling flow rates (from 1.6 to 10 mL min‐1) were assayed for the preconcentration of 100 mL aliquots 
of  a  sample  containing  7.95 mg L‐1 methidathion. The  recovery of methidathion was  constant  in  the 
aforementioned  range.  It  can  be  concluded  that  this  behaviour  was  due  to  the  high  affinity  of 
methidathion  for  the unpolar C18 phase. So,  it was  selected a  sampling  flow  rate of 10 mL min‐1  for 













shortest  sampling  time, although  the precision of measurements  increased on  reducing  the  sampling 















Figure  1B  shows  the manifold  employed  for  the  on‐line  elution  and  FTIR  on‐line  determination  of 
methidathion from C18 cartridges and that of tricyclazole from C8 cartridges, all of them loaded in the 
corresponding  selected  experimental  conditions.  To  carry  out  the  on‐line  elution,  a  fixed  volume  of 
solvent, measured  in a  loop, was  introduced  from  the bottom of  the column at a very slow  flow‐rate, 
and  then eluted  through  the FTIR micro‐flow cell and  the  transient signal, corresponding  to  the peak 
area values between 1038 and 996 cm‐1 corrected with a baseline established between 1105 and 884 cm‐1 
in the case of the determination of methidathion, and the peak area values between 1511 and 1482 cm‐1 




baseline and  the  elution peak was  clearly depicted  from  the beginning  to  the  end of  the  continuous 
record.  
 
 The  area  of  the  corresponding  elution  peaks was  used  for  the  determination  of  both  analytes. On 
comparing  the  proposed  batch  approach with  the  continuous  elution with  fresh  solvent,  it  can  be 
concluded that the selected conditions reduce strongly signal unstability and bubble formation. 
 
Previous  studies  evidenced  that  10  accumulated  scans  per  spectrum was  the  best  condition  for  the 
acquisition  of  the  transient  signals  for  both  pesticides.  The  accumulation  of  a  big  number  of  scans 
resulted  in a  loss of  information and the use of a reduced number of scans accumulated resulted  in a 
bad signal‐to‐noise ratio. 
 











On  the  other  hand,  the  elution  flow‐rate  was  critical  to  obtain  an  appropriate  sensitivity  and 
repeatability.  It was  found  that  an  elution  flow‐rate  of  0.66 mL min‐1  produced  the  narrowest  and 
sufficiently high peaks  for  the methidathion determination. So  it was selected as a  fixed experimental 
condition for the on‐line determination of methidathion. Surprinsigly, for tricyclazole determination it 
was found that an elution flow‐rate of 0.75 mL min‐1 gave the best results (see Figure 4). This difference 
is not obvious because  the different mass of  solid phase present  in  the  case of  the determination of 





Figure  5  shows  the  transient  signals  corresponding  to  the  on‐line  calibration used  for methidathion 




Sample  1, which was  spiked with methidathion  to  a  concentration of  7.67 mg L‐1, gave  a  content of 







L‐1,  for  three  independent  replicates.  So,  provides  a  relative  error  of  0.2  %  which  is  acceptable 
considering the variability inherent to the preconcentration step. 
 








the  determination  of methidathion  (see  Table  3). However,  for  the  determination  of  tricyclazole  the 
LOD  is  slighty  improved  by  the  on‐line  procedure,  although  this  improvement  does  not  justify  the 
application of the on‐line procedure. Additionally, the repeatability of the analytical measurements, the 
sampling throughput and the generation of waste were affected by the lack of reproducibility of the on‐
line  elution  process  as  compared  by  the  batch  methodology.  So,  for  the  FTIR  determination  of 




In  that point,  it can be asked what advantages offers  the use of  the FTIR spectrometry  in  front of  the 
typical chromatographic methods for the determination of  this kind of analytes  in water samples. We 
concluded that this FTIR strategy, though potentially useful for concrete applications in this field, does 
not  fulfil  the  requirements  of  the pesticide  residue  analysis,  due  to  the  hard  limitations  in  terms  of 
sensitivity,  the difficulty of  avoiding  interferences  and  the  lack  of multicomponent  facilities. Only  it 
could be possible to apply our FTIR developed methods for the analysis of waste waters from industrial 





Two  different  FTIR methods  for  the  determination  of methidathion  and  tricyclazole  in  the mg  L‐1 
concentration  level  have  been  developed  to  evaluate  them  as  a  possible  alternative  to  the  classical 
chromatographic ones. The use of C18 and C8 for SPE coupled with FTIR determination offers exciting 
possibilities  for  the separation of non‐polar compounds  from polluted waters and enhances  the LOD 
values of the vibrational spectrometric methods till the level tolerated by the environmental legislation. 
Results obtained for spiked samples containing the analytes at the mg L‐1 level were in good agreement 

















































Set‐up used  for  the preconcentration of  the analytes. Note:  four samples or standards were aspirated 




1‐B.  Flow‐system  employed  for  the  on‐line  elution  and  FTIR  determination  of  methidathion  or 
tricyclazole. Note:  the  loop was  filled with chloroform with  the peristaltic pump, and  the chloroform 
background was collected using the bypass from valves V1 and V2. Then valves V2 and V1 were turned 
and the sense of the pump was inverted, being inserted the solvent in the cartridge with a flow rate of 
0.43 mL min‐1. Valve V2 was turned and  the pump  inverted using a flow rate of 0.66 mL min‐1  in the 
case  of  the  determination  of  methidathion  or  0.75  mL  min‐1  in  the  case  of  the  determination  of 




Figure 2a. FTIR  stopped‐flow  spectra of methidathion. A) a 0.63 mg g‐1  standard of methidathion  in 
chloroform, B) an eluate obtained  from  the preconcentration  in a C18 cartridge of 100 mL of a water 
sample  containing 7.95 mg L‐1 of methidathion eluted with 2 mL of  chloroform and C) a  chloroform 




eluate obtained  from  the preconcentration,  in a C8 cartridge, of 100 mL of a water sample containing 



















Figure  5.  Typical  transient  signal  recordings  obtained  for  the  elution  of  methidathion  previously 
retained on C18  cartridges,  corresponding  to  standards prepared  in water with concentrations  in  the 
0.00‐11.51 mg L‐1 range. The elution flow rate was fixed at 0.66 mL min‐1. The recordings were obtained 
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A new method  for  fast determination of  fat content  in dried milk samples has been developed using 
Pressurized  Solvent  Extraction  (PSE)  and  mid‐Fourier  transform  infrared  (FTIR)  spectrometry.  The 
proposed method improves analytical throughput (12 h‐1), reagents consumption (12 mL per replicate) 
and  waste  generation  in  front  of  classical  gravimetric  methods.  Results  obtained  shows  that  FTIR 
method  is applicable  to whole dried milk  samples  (error  lower  than 2 %), but not  to  skimmed dried 
milk  samples. Analysis  of  other  kind  of  feed with  PSE‐FTIR method were  carried  out,  and  results 







and  somatic  cells percentage,  so  these parameters  are  linked with  the  final price  of  the  commercial 
product [1]. The effect of dietary intake of fats and oils in human health is controversial, and it has been 









The  classical  reference  gravimetric methods  used  for  fat  determination  in milk  as  Röse‐Gottlieb  or 
Mojonnier  methods  are  time‐spending  and  tedious,  with  high  reagent  consumption  and  waste 












Babcock  reference method  consists  in  the milk‐acid  reaction with H2SO4  and  separating  the  fat  by 
















and  the mass of  sample  is  4 g. The  extraction  is  complete  for  7‐12  cycles, depending on  the  type of 
sample analyzed (bakery products). After extraction, solvent is evaporated and the traces are removed 
with a nitrogen stream. Trans‐fatty acids content is determined using the peak at 966 cm‐1 [10].  




Fourier  transform  infrared  spectrometry  (FTIR)  has  been  applied  to  the  determination  of  oils  and 
greases  in  diverse matrices.  This  technique  offers  advantages  as  the  high  signal‐to‐noise  ratio,  the 
multiplex  and  reduced  scan  time,  improving  the  limited yield of dispersive  instruments.  So,  several 
methods  for  oil determination  in  soil  and water  samples  take  advantage  of  FTIR,  differing  in what 
extraction technique is used. Daghbouche et al [11] had determined oils and greases in water samples by 





In  recent  years,  Pressurized  Solvent  Extraction  (PSE)  or Accelerated  Solvent  Extraction  (ASE)  based 
strategies  had  been  developed  for  reducing  time  and  solvent  consumption  typical  of  traditional 
extraction  techniques  as  the  Soxhlet.  In  these  approaches,  the  extraction  is  improved  using  high 
temperature  which  increases  the  dynamical  interchange  of  the  analyte  between  matrix  (solid  or 
semisolid)  and  the  organic  solvent  phase. High  pressure  ensures  the maintenance  of  solvent  in  the 
liquid state at working temperature (typically 50‐200 ºC). PSE and ASE were applied to a wide variety 
of samples and analytes,  including the determination of total  lipids  in poultry meat [12], oxysterols  in 
egg‐containing  food  [13],  gestagens  in  kidney  fat  [14],  PCB’s  in  fat  containing matrices  [15],  oils  in 
contaminated  soil  [16], and  several others as  chlorinated pesticides  in animal  feed  [17] or organotin, 
organolead  and  organomercury  in  soil  [18],  showing  the  enormous  versatility  of  this  extraction 
technique. 
 
The  objective  of  this  work  is  to  show  the  advantages  of  coupling  PSE  extraction  with  FTIR 





































of  fat  in  chocolate. A  series  of  commercial  samples were  analysed  by  the  proposed method. Non‐
manufactured hazelnuts and walnuts were homogenized  in a mortar for obtaining samples. Liofilized 





whole  milk  samples  extracted  by  the  reference  method  and  diluting  with  the  adequate  extraction 
mixing solvent.  
 












them with  the sample mixture. Fill one of  these extraction vessels only with Ottawa sand  in order  to 











spectrum.  Weigh  the  collection  vials  after  FTIR  measuring  for  carrying  out  the  gravimetric 
determination if it is necessary. Fat content is obtained by interpolation of the peak area between 1774.2 
and 1712.5 cm‐1 with a baseline established between 1805.0 and 1581.3 cm‐1 in a calibration line obtained 








pour  in  the extraction  flask. Add 10 mL of ethanol  (96 %), mixing gently but completely keeping  the 
flask  opened.  Add  25  mL  of  diethylic  ether  (BHT  stabilized),  close  the  extraction  flask  and  shake 
vigorously,  inverting  the  flask some  times, during 1 min. Open  the  flask carefully and add 25 mL of 




petroleum  ether;  close  the  flask,  shake  and  invert during  30  seconds. Let  the  flask  rest until  the  top 




flask. Then eliminate most of  the solvent by distillation or evaporation. When  there  is no noticed any 
solvent odour, heat the flask at 102 ± 0.2 ºC during 30‐60 min. Let cool at room temperature and weigh 
with a precision of 0.1 mg to constant weight. Then add 15‐25 mL of petroleum ether. Heat slightly and 
shake until all  the  fat dissolves. Let rest  the non‐fat residues at  the bottom of  the  flask and decant  it. 






agent.  Pack  carefully  this mixture with  filter  paper.  Place  disk  filters  in  the  11 mL  internal  volume 
stainless extraction vessels and fill them with the sample packs. Fill one of these extraction vessels only 
with Ottawa sand packed with filter paper in order to obtain the blank. Refill the vessels with sand to 
complete  internal  volume  and  cap  with  glass  wool.  Weigh  accurately  the  60  mL  collection  vials 
previously with a precision of 0.0001 g. Then run the extraction programme, completing 3 static cycles 
consisting  in: a) 2 min vessels preheating at 100  ºC and 50 bar of pressure, b)  filling  the vessels with 
petroleum ether; c) 3 min static maintenance of solvent at 125 ºC and 100 bar of pressure; d) discharge of 
the  extract  with  a  nitrogen  stream  during  2  min.  At  the  end  of  the  PSE  programme,  remove  the 



















Previous  assays  showed  that  fat  from  dried milk  could  be  extracted  quantitatively  by  PSE with  a 
mixture of hexane, dichloromethane and methanol in a proportion of 3:2:1 in volume. So, the different 
PSE parameters affecting the process were evaluated. Figure 1 shows the effect of the dried milk sample 
mass  in  the  percentage  of  total  fat  contained  in  the  sample. As  can  be  seen,  the  adequate mass  is 
between  1.00  and  1.75  g.  For masses  below  1.00  g  the  percentage  of  fat  obtained  is  lower  than  the 
















extracted with  the  solvent mixture of hexane: dichloromethane: methanol  in a volume proportion of 






fatty acids band at 1750  cm‐1 appears only as a muscle  in  the broad amide band at 1640  cm‐1 which 
corresponds to the proteins extracted together the fat. This feature is consequent with the absorbance in 




the  fingerprint region due  to  the  fat CH bonds, and so, with  the  low  fat content  in  the sample  (< 1% 
w/w),  but  it  complicates  the  final  quantification  of  fat  in  skimmed milk.  It was  evaluated  a  set  of 
measurement  conditions  as  peak  area  or  absorbance  and  different  baselines  for  quantification.  The 
selected  conditions  were  finally  the  peak  area  between  1774.2  and  1712.5  cm‐1  with  a  baseline 
established between 1805.0 and 1581.3 cm‐1. The baseline selected allows us  to compensate  the amide 
band  spectral  interference  from  proteins  extracted with  fat  by  the  PSE  programme. No  significant 
advantages were obtained using  the  first derivative spectra, and the  lack of sensitivity suggests using 
direct spectra. So, these conditions were selected for the determination of fat in dried milk. 
 
On  the other hand, a set of diverse  fat containing solid samples, consisting  in whole, skimmed dried 
milk, several infant dried milks, liofilized salmon, hazelnuts, walnuts, chicken hide and pig bacon was 
extracted with the aforementioned recommended procedure and the corresponding absorbance spectra 
were  recorded.  This  set  of  spectra was  used  as  a  spectral  library  in  order  to  compare  the  different 












whole  milk.  On  the  other  hand,  the  skimmed  dried  milk  spectra  were  comparable  at  99‐90  %  of 
similarity with themselves, whereas the rest of spectra had a similarity lower than 60 % with them. 
 
31  spectra had a  similarity  in  the 100‐90 %  range as  compared with baby dried milk  spectra. On  the 
other hand, the spectrum of a pig bacon extract was mostly different from any spectra in the level over 
99 %, and 31 spectra had a similarity  in  the 95‐90 % range. That means  that pig bacon spectrum had 
significant differences with most of the library spectra. However, a related type of extract which is from 
another animal source (chicken hide), had a similarity higher than 99 % with 17 library spectra, meaning 
that  fat  from  this  origin was  poorly  discriminated  from  that  from  another  samples.  Salmon  extract 














Three  whole  dried  milk  and  three  skimmed  dried  milk  samples  were  analysed  by  the  PSE‐FTIR 
recommended  method,  by  PSE  extraction  and  gravimetry,  and  by  the  official  gravimetric method. 
Results are summarized in Table 2. As can be seen, similar contents of fat were obtained for the whole 
milks by the three different methods. However, the skimmed milks were not quantified accurately with 
the  proposed  FTIR method.  The  calibration  curve was  prepared  using  fat  from whole  dried milk, 
extracted by PSE and purified as in the gravimetric method, and the type of fat contained in skimmed 





The  developed method  has  a  limit  of  detection  of  0.004 %  (w/w).  The  calibration  line  obtained  for 
standards in the 0.13‐4.7 % (w/w) range was Y(peak area)= (0.1012 ± 0.0004)CF (% w/w) + (0.0029 ± 0.0008), 
with  R2=0.9994.  The main  advantages  of  the  proposed method were  the  improvement  in  analytical 
throughput  and  the  reduction of  reagents  consumption  and waste generation. The productivity was 
enhanced greatly, with a throughput of 12 h‐1 for the PSE‐FTIR method in front of a throughput of 4 h‐1 
for the gravimetric reference method. The PSE equipment allows extracting 6 samples simultaneously 















For most  samples,  FTIR method  provides  higher  contents  of  fat.  In  this  sense,  FTIR method  is  not 
comparable with gravimetric method in the conditions fixed in this work, due to the following reasons: 
a) the original milk fat calibration is not applicable to these samples because the type of fat is different, 
b)  there  are  some  interferents  extracted  because  the  conditions  are not  optimized  for  these  types  of 
matrices.  
 
So,  specific methods  for  the  determination  of  fat  in  different  types  of  feed  are  necessary.  The  PSE 




between  fat  content  and pure  cacao,  as  an  example of  the  applicability of  the FTIR  approach  for  fat 




fingerprint  region  around  1160  cm‐1. The measurement parameters were  evaluated,  being  selected  a 
nominal  resolution  of  8  cm‐1  and  50  scans  accumulated  per  spectra.  On  the  other  hand,  different 
measurement modes as peak height or peak area corrected with different baselines were evaluated for 
the accurate and precise determination of fat in chocolate. Finally it was selected the peak area between 
1211.1  and  1130.1  cm‐1  corrected  with  a  baseline  established  between  1531.2  and  914.1  cm‐1.  The 
calibration line obtained in these conditions, for standards prepared from pure chocolate (99 %) in the 
2.11‐12.00 %  (w/w), was Y(peak  area)=  (2.271 ± 0.002) CF %  (w/w) –  (0.055 ± 0.014), with R2= 0.99998. The 













It  has  been  evaluated  the  pressurized  solvent  extraction  coupled  with  FTIR  spectrometry  for  the 





method. On  the  other  hand,  results  obtained  from  other  feed  samples  shown  that  there were  some 
important errors  in  the PSE‐FTIR determination of  fat. The correlation between  the cacao content and 
the fat content in chocolate has been investigated using a modified PSE‐FTIR method. Results indicated 
a  direct  correlation  between  these  parameters,  but  some  differences  between  gravimetric  and  FTIR 
method results showed the necessity of studying in depth the reliability of the FTIR approach. The main 
goals  of  these PSE‐FTIR methods  are  the  improved  analytical  throughput  and  the  reduced  reagents 


















































g of  an  infant dried milk, B)  0.90 g of  liofilized  salmon, C)  0.82 g of untreated walnut, D)  0.84 g of 
chicken  hide.  Inset:  fingerprint  region.  The  spectra  were  obtained  with  50  scans  accumulated  per 
spectrum and 8 cm‐1 of nominal resolution. 
 
Figure 5. FTIR  spectra obtained by  the PSE‐FTIR  chocolate method,  corresponding  to: A) a  standard 
containing 5.85 % (w/w) of chocolate fat in petroleum ether, B) a sample of chocolate containing 52 % of 
cacao  and  30  %  of  fat,  C)  a  blank.  Measurement  conditions:  nominal  resolution  8  cm‐1  and  50 
accumulated scans per spectrum. 

























































































































































dried milk  (4‐6),  by  the  PSE‐FTIR  proposed method,  the  PSE‐gravimetric method  and  the  reference 
















1  27.48 ± 0.06  27.48 ± 0.03  27.27  0.78  0.00 
2  26.49 ± 0.09  26.08 ± 0.11  25.81  2.64  1.59 
3  26.69 ± 0.05  26.40 ± 0.04  26.11  2.19  1.10 
4  0.36 ± 0.03  0.86 ± 0.02  0.36  ‐0.19  ‐58.58 
5  0.000 ± 0.019  0.77 ± 0.03  0.22  ‐100.23  ‐100.10 



















Liofilized salmon  33,6  31,4  ‐6,9 
Nut  63,8  56,04  ‐13,8 
Walnut  56,4  49,1  ‐15,1 
Sheep cheese  37,1  40,8  9,0 
Bacon  73,0  63,9  ‐14,2 
Chicken   69,8  62,3  ‐12,1 
Goat cheese  28,8  37,6  23,5 
Soft cheese  16,3  25,6  36,3 


























































































































































supuesto  la  elaboración  de  diversos métodos  de  análisis  cuantitativo  por  espectrometría 
vibracional. En el proceso de desarrollo de  cada uno de  los mismos  se han estudiado  los 
parámetros más  importantes  propios  de  este  tipo  de  análisis,  y  se  ha  pretendido,  en  el 
conjunto de ellos, la utilización de cantidades mínimas de disolventes tóxicos o nocivos para 
el  medio  ambiente.  En  general,  los  métodos  desarrollados  resultan  adecuados  para  el 
análisis de rutina, orientado hacia el control de calidad de productos.  
 
Por  otra  parte,  los  resultados  obtenidos  en  los  trabajos  incluidos  en  esta  Tesis 
muestran la potencialidad de la espectrometría vibracional por Transformada de Fourier en 
el ámbito del análisis de muestras de naturaleza muy diferente. En este sentido cabe esperar 
futuros  avances  en  las  aplicaciones  de  la  espectrometría  FTIR  con  fines  de  análisis 




En  términos  de  nuevos  métodos  de  análisis  desarrollados,  bien  a  partir  de  la 





FTIR  para  la  determinación  de  nitrilotriacetato  sódico  en  formulaciones  de  limpieza 


















en  formulaciones de detergentes  líquidos. Con este método se consigue un aumento de  la 
frecuencia de análisis respecto de las medidas en ATR horizontal convencional y además se 
logra la limpieza en línea de la celda ATR de flujo, evitando manipulaciones peligrosas del 
accesorio  ATR.  Las  características  del  método  lo  hacen  especialmente  indicado  para  el 
análisis de control de calidad. Además se ha puesto de manifiesto  la gran versatilidad del 




FTIR  en  flujo  con  multiconmutación  a  partir  los  estudios  FIA  preexistentes  para  la 
determinación de benceno en gasolina. En este caso se ha conseguido reducir notablemente 
el  consumo de  reactivos y  la generación de  residuos a  través del aprovechamiento de  las 
características de  los  sistemas  con multiconmutación, mejorando  el  límite de detección  y 
manteniendo  una  precisión  comparable  al método  FIA.  El método  resulta  perfectamente 
aplicable al análisis de control de calidad. 
 
El  tercer método  corresponde  al  análisis  en  flujo  FT‐NIR  con multiconmutación 
para  la  determinación  del  pesticida  hexythiazox  en  formulaciones  fitosanitarias.  Se  ha 
logrado un método alternativo a  los habituales cromatográficos, orientado hacia el análisis 
de control de calidad, con un  límite de detección de 0.1 mg mL‐1 adecuado para el tipo de 




FT‐NIR  con  multiconmutación.  El  uso  de  esta  estrategia  evita  errores  producidos  por 












espectrometría  IR debido  a  las  limitaciones de  sensibilidad  intrínsecas de  esta  técnica. A 
pesar de ello, se ha logrado poner a punto dos métodos para la determinación a nivel de mg 
L‐1  de  los  pesticidas  methidathion  y  tricyclazole  en  aguas.  Se  ha  comprobado  que  la 
estrategia  de  elución  y  determinación  en  línea  si  bien  supone  la  posibilidad  de 






contenido  de materia  grasa  en  leches  en  polvo.  Sin  embargo,  se  han  encontrado  errores 
importantes  en  su  aplicación  a  leches  en  polvo  desnatadas,  debido  a  problemas  de 
calibración  e  interferencias  espectrales,  a  priori  difícilmente  subsanables.  Además  se  ha 
investigado la utilidad de la espectrometría FTIR para la discriminación rápida de grasas de 
diferente origen. También  se ha  realizado un estudio de  la  relación entre el  contenido de 
grasa y el contenido en cacao de chocolates, mediante un nuevo método PSE‐FTIR. 
 




nuevo método de  análisis  FTIR  en  línea para  la determinación del  fármaco  succinato de 
doxilamina en especialidades farmacéuticas. Este método implica el uso de tan sólo 2.6 mL 
de  una  mezcla  de  etanol  y  cloroformo  al  13  %  (v/v)  por  cada  réplica,  mostrando  su 
aplicabilidad al análisis de  rutina, aun  siendo necesario  recurrir a  la adición estándar. La 
extracción  y  determinación  del  analito  se  realizan  en  línea,  explotando  la  co‐adición  de 
espectros como la estrategia más conveniente para reducir al mínimo el tiempo de análisis, 
logrando una frecuencia de análisis de 10 h‐1. En este caso se ha demostrado la gran mejora 
que  supone  la  extracción  en  línea  de  la  muestra,  que  reduce  hasta  en  cuatro  veces  el 
consumo de disolvente respecto del método FTIR equivalente en modo batch y que implica 
una mínima  manipulación  de  las muestras,  reduciendo  al máximo  la  exposición  de  los 
disolventes al operador o del entorno ambiental del laboratorio. 
 
En  términos generales,  la presente Tesis ha  supuesto el desarrollo de al menos 7 
nuevos  métodos  de  análisis  aplicables  al  control  de  calidad,  que  implican  consumos 





las  técnicas  del  infrarrojo.  Los  aspectos  prácticos  de  la  multiconmutación,  que  se  han 
demostrado aquí y que, a mi juicio, son los más importantes según mi propia experiencia, se 
pueden  resumir  en:  i)  versatilidad  de  la  estrategia  de  análisis,  ii)  reducción  de  la 
manipulación de la muestra y iii) facilidad de diseño. 
 
Respecto  a  la  versatilidad,  hemos  mostrado  tres  estrategias  que  plantean  la 
multiconmutación  de manera  diferente:  en  una  de  ellas  tiene  como  principal  función  el 
reducir  la manipulación del cristal ATR; en  las otras dos  se aprovecha  su  capacidad para 
conseguir  la dilución y adición de un estándar en  línea; en una se realizan  las medidas en 
modo  stopped‐flow;  en  las  otras  dos  la  adquisición  de  espectros  se  lleva  a  cabo  en modo 
continuo.  Son  ejemplos  de  la  múltiple  variedad  de  enfoques  que  permite  la 
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permiten  una  intervención  mínima  del  analista:  esto  representa  un  aumento  de  la 






cabo  casi  cualquier  proceso  típico  de  un  método  de  análisis.  Esta  ventaja,  quizá  no 




Finalmente,  la  técnica  ATR‐FTIR  con  celda  de  diamante  ha  resultado  ser 
extraordinariamente práctica debido  a  la dureza y  resistencia química de  este material,  a 
pesar  de  su  fragilidad.  La  posibilidad  de  obtener  el  espectro  de  prácticamente  cualquier 
sustancia líquida o sólida independientemente de su reactividad química la convierte en una 
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El  control de  las  válvulas  solenoides  de  los  sistemas  con multiconmutación  que 
forman  parte  de  esta  Tesis  ha  requerido  el  diseño  de  pequeños  programas  en  lenguaje 
Quickbasic 4.5. Comentaremos brevemente la forma básica de estos programas. 
 
El  funcionamiento de  la válvula  solenoide  se debe  al paso de  corriente  eléctrica. 
Cuando  ésta  circula  a  través  del  solenoide,  el  pistón  interno  de  la  válvula  se  desplaza 
bloqueando una de  las salidas del  flujo. Si no hay paso de corriente eléctrica, el pistón se 












solenoides,  una  para  el  carrier  (acetonitrilo)  y muestra  (V1)    y  otra  para  la  inserción  de 
patrón  (V2). El sistema se ha diseñado de  tal manera que, cuando se activa  la válvula V1 
estando desactivada V2, se introduce acetonitrilo a través del sistema. Si está activada V2 se 
introduce  únicamente  patrón.  La  explicación  de  los  comandos  se  ha  resaltado  entre 
corchetes (que no pertenecen al programa en sí). La versión definitiva es más compleja. En 
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DIM SHARED v1, v2, v3, v4, porta,  
[Define  las  variables  comunes  utilizadas  en  el  programa,  en  este  caso  se  han  definido  hasta  cuatro 
válvulas (v1, v2, v3, v4) y la entrada de las válvulas (porta)] 
 
porta = &H378: v1 = &H1: v2 = &H2: v3 = &H4: v4 = &H8 












LINE (2, 2)-(630, 450), 3, B 
LINE (4, 4)-(626, 446), 3, B 
[Genera dos rectángulos en la pantalla] 
 
LOCATE 8, 4 
PRINT "Adición estándar" 
[Escribe el texto entre comillas a partir del punto 8,4 de la pantalla] 
LOCATE 10, 4 
INPUT "tiempo patrón(s)"; tpa 
[Pide  el valor de  la variable  tiempo patrón definida  como  tpa  (en  segundos). El volumen de patrón 
insertado será proporcional al tiempo tpa] 
 




LOCATE 12, 4 
INPUT "tiempo AcCN(s)"; tac 
LOCATE 14, 4 
[Pide  el valor de  la variable  tiempo de  acetonitrilo definida  como  tac  (en  segundos). El volumen de 
acetonitrilo insertado será proporcional al tiempo tac] 
 
LOCATE 10, 4 
PRINT "                             " 
LOCATE 12, 4 
PRINT "                             " 
[Borra las líneas 10 y 14 sin necesidad de borrar el resto de la pantalla] 
 
LOCATE 10, 4 
PRINT tpa; "segundos de patrón" 
LOCATE 12, 4 
PRINT tac; "segundos de AcCN" 
LOCATE 14, 4 
PRINT "0.5 segundos de muestra" 
LOCATE 16, 4 
PRINT "30 ciclos establecidos" 
[Escribe los valores de tiempo para las variables tpa, tac y señala el tiempo de muestra, que es constante 
en  este  caso,  y  el  número  de  ciclos  de  inserción,  también  constante  (30),  que  se  ha  seleccionado 
previamente con un estudio de la variable]  
 




         LOCATE 22, 4 
         PRINT nl; "...ciclo" 
[Escribe en la pantalla el ciclo en el que se encuentra el sistema en cada momento, nl] 
 




         OUT porta, 0 
[Deja todas las vávulas desactivadas (bit 0)] 
 
         p1x = TIMER 
         WHILE (TIMER - p1x) < .5 
         LOCATE 24, 4 
         PRINT "Muestra!" 
         LOCATE 25, 5 
         PRINT .5 - (TIMER - p1x) 
         WEND 
[Escribe en la pantalla el tiempo que resta de inserción de la muestra] 
 
         LOCATE 24, 4 
         PRINT "                                    " 
         LOCATE 25, 5 
         PRINT "                                     " 
        
         OUT porta, v1 
[Activa sólo la válvula v1 (bit 1), por lo que se inserta acetonitrilo] 
 
         p1bx = TIMER 
         WHILE (TIMER - p1bx) < tac 
         LOCATE 24, 4 
         PRINT "Acetonitrilo!" 
         LOCATE 25, 5 
         PRINT tac - (TIMER - p1bx) 




         LOCATE 24, 4 
         PRINT "                                    " 
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         LOCATE 25, 5 
         PRINT "                                     " 
         OUT porta, v2 
[Activa sólo la válvula v2, es decir,  se inserta sólo patrón porque v1 vuelve a estar inactivada] 
 
         pabx = TIMER 
         WHILE (TIMER - pabx) < tpa 
         LOCATE 24, 4 
         PRINT "Disolución patrón!" 
         LOCATE 25, 5 
         PRINT tpa - (TIMER - pabx) 




         LOCATE 24, 4 
         PRINT "                                    " 
         LOCATE 25, 5 
         PRINT "                                     " 
       


















      aax = TIMER 




      LOCATE 24, 4 
      PRINT "tiempo desde último ciclo..."; TIMER – aax 
[Escribe en la pantalla el tiempo transcurrido desde que se completó el último ciclo de inserción] 
 
      LOOP 
[Cierra el bucle del cronómetro] 
 
  LOCATE 8, 10 
  INPUT "Desea realizar otro punto de la adición estándar"; 
ade$ 


























Background: Espectro de  transmisión que  se utiliza como  referencia para  fijar  los valores 










Scan: Cada uno de  los barridos  realizado a  lo  largo de  todo el  intervalo espectral que  se 
promedia para obtener el espectro final. 
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